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PRESENTACIÓN 
 
Esta Tesis Doctoral estudia los efectos de la ausencia de FAST (Fas-activated serine 
threonine phosphoprotein) en la capacidad fagocítica de los macrófagos en animales de 
experimentación y humanos. Recientemente, se ha avanzado mucho en la comprensión de 
las bases moleculares y funciones celulares de FAST y sus homólogos. La generación de 
ratones deficientes en FAST (KO) nos ha permitido descubrir la importancia de esta 
proteína en la regulación de diversos aspectos de la respuesta inmune. En un modelo de 
daño pulmonar agudo por lipopolisacáridos, los ratones que carecían de FAST mostraron 
una reducción en la infiltración de neutrófilos y las concentraciones de citocinas y 
quimiocinas en el lavado broncoalveolar. El análisis de quimeras de médula ósea sugería 
que las células responsables del fenotipo eran células residentes en pulmón de origen 
hematopoyético. Nuestros estudios posteriores demostraron que la población macrofágica 
alveolar de los ratones FAST KO participaba en el fenotipo inflamatorio de los mismos. El 
propósito del presente estudio fue explorar los efectos de la deficiencia de FAST en otros 
aspectos del sistema inmune innato, particularmente en algunas funciones macrofágicas 
tales como fagocitosis y muerte intracelular de bacterias gram positivas y gram negativas.  
 
Nuestros resultados muestran que los macrófagos deficientes en FAST tienen una 
capacidad aumentada de fagocitar bacterias Escherichia coli en ensayos in vitro e in vivo. 
Los macrófagos KO también presentaron un ligero aumento de la fagocitosis de 
Staphylococcus aureus pero no resultó ser significativo. La evaluación de la expresión de 
los receptores TLR2 y TLR4 y de diferentes marcadores de maduración no reveló 
diferencias significativas entre macrófagos de ratones wild type (WT) y ratones KO. 
Finalmente, ambos grupos de macrófagos presentaron una capacidad similar de matar 
bacterias y de producir especies reactivas de oxígeno. Los conteos bacterianos a tiempos 
iniciales en el ensayo de protección con gentamicina se correlacionaron con los índices 
fagocíticos. Finalmente, demostramos que los macrófagos derivados de la línea monocítica 
humana THP-1 en los que se silenció la expresión de FAST mediante RNA de 
interferencia también presentó una capacidad aumentada de fagocitar bacterias Escherichia 
coli. En conclusión, nuestros resultados revelan un nuevo papel de FAST en la regulación 
de las fagocitosis.  
 
El desarrollo del presente proyecto está incluido en la línea de investigación básica sobre 
FAST y sus homólogos que se está desarrollando en la facultad de Medicina de la 
Universidad de Valladolid dirigida por la Dra. María Simarro Grande.  
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FASTKD2 FAST kinase domains 2  
FASTKD3 FAST kinase domains 3  
FASTKD4 FAST kinase domains 4 TBRG4 
FASTKD5 FAST kinase domains 5  
FGFR2 Fibroblast growth factor receptor 2  
GRSF1 G-rich RNA sequence binding factor 1  
HIF1A Hypoxia inducible factor 1, alpha subunit  HIF - 1α, HIF-1A 
HMGB1 High-mobility group box 1  
HNRNPK Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K  
HSP90B1 
Heat shock protein 90kDa beta (Grp94), 
member 1 
HSPgp96 
HSPA4 Heat shock 70kDa protein 4  HSP70 
HSPD1 Heat shock 60kDa protein 1  HSP60 
IFIH1 Interferon induced with helicase C domain 1 MDA-5 
IFNA1 interferon, alpha 1  
IFNAR1 Interferon (alpha, beta and omega) receptor 1  
IFNAR2 interferon (alpha, beta and omega) receptor 2  
IFNG Interferon, gamma IFN-γ 
IL1B Interleukin 1, beta IL-1 
IL1R1 
Interleukin 1 receptor, type I IL-1R1, CD121a,  
IL1RA 
IL1R2 Interleukin 1 receptor, type II IL-1R2, CD121b 
IL1RAP Interleukin 1 receptor accessory protein IL-1RAP 
IL1RN interleukin 1 receptor antagonist  
IL2RB Interleukin 2 receptor, beta IL-2Rβ, CD122 
IL2RG interleukin 2 receptor subunit gamma CD132 
IL4 interleukin 4  
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IL6 Interleukin 6 IL-6 
IL6R interleukin 6 receptor IL-6R, CD126 
IL6ST Interleukin 6 signal transducer gp130, CD130 
IL10 Interleukin 10 IL-10 
IL10RA Interleukin 10 receptor, alpha  IL-10R1, CD210 
IL10RB Interleukin 10 receptor, beta  IL-10R2, CD210B 
IL12B interleukin 12B  
IL12RB1 Interleukin 12 receptor, beta 1  IL-12Rβ1, CD212 
IL12RB2 Interleukin 12 receptor, beta 2 IL-12Rβ2 
IL15RA Interleukin 15 receptor, alpha IL-15Rα 
IL17A interleukin 17A  
IL18R1 Interleukin 18 receptor 1 IL-18R1, CD218a 
IL18RAP Interleukin 18 receptor accessory  IL-18RAP, CD218b 
IL20RA Interleukin 20 receptor, alpha IL-20R1 
IL23A Interleukin 23, alpha subunit p19 IL-23 
IL23R Interleukin 23 receptor IL-23R 
IL27RA Interleukin 27 receptor, alpha IL-27Rα 
IRF3 Interferon regulatory factor 3  
IRF7 Interferon regulatory factor 7  
ITGAM Integrin alpha M CD11b 
KHDRBS1 
KH domain containing, RNA binding, signal 
transduction associated 1 
Sam68 
LBP Lipopolysaccharide binding protein LPS-BP 
LY96 Lymphocyte antigen 96 MD-2 
Lyn 
Yamaguchi sarcoma viral (v-yes-1) oncogene 
homolog 
 
MAPK3 Mitogen-activated protein kinase 3  
MAP3K2 
Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 
2  
MEKK2 
MAPK12 Mitogen-activated protein kinase 12  
MAPK13 Mitogen-activated protein kinase 13  
MARCO Macrophage receptor with collagenous structure  
MAVS mitochondrial antiviral signaling protein  IPS-1 
MBL2 Mannose-binding lectin (protein C) 2, soluble  
MET MET proto-oncogene, receptor tyrosine kinase  
MFGE8 Milk fat globule-EGF factor 8 protein  
MMP9 Matrix metalloproteinase 9  
MRC1 Mannose receptor, C type 1 CD206 
MSR1 Macrophage scavenger receptor  A 1 SR-A I. SR-A II 
MYD88 Myeloid differentiation primary response 88  
NMB1220 Stomatin/Mec-2 family  
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NOD1 
Nucleotide-binding oligomerization domain 
containing 1 
 
NOS2 Nitric oxide synthase 2, inducible iNOS 
PLAU Plasminogen activator, urokinase  
PTX3 Pentraxin 3  
Retnla resistin like alpha Fizz1 
RIPK2 receptor-interacting serine-threonine kinase 2 RICK, RIP2 
SCARB1 Scavenger receptor class B, member 1 SRB1 
SF3B4 splicing factor 3b subunit 4 SAP49 
SFTPA1 Surfactant protein A1 SP-A 
SFTPD Surfactant protein D SP-D 
SIRPA Signal-regulatory-protein alpha SIRPα 
SLAMF7 SLAM family member 7 CD319 
SLC11A1 Solute carrier family 11, member 1 NRAMP1 
SYK Spleen tyrosine kinase Syk 
TAB2 
TGF-beta activated kinase 1/MAP3K7 binding 
protein 2 
 
TBRG4 Transforming growth factor beta regulator 4 FASTKD4 
TGFB1 Transforming growth factor, beta 1  
TIAL1 
TIA1 cytotoxic granule-associated RNA binding 
protein-like 1 
TIAR (TIA related) 
TICAM1 Toll-like receptor adaptor molecule 1 TRIF 
TNF Tumor necrosis factor  TNF-α 
TNFAIP8 TNF alpha induced protein 8  
TNFRSF1A 
Tumor necrosis factor receptor superfamily, 
member 1A 
TNFRSF1, CD120a 
TNFRSF1B 
Tumor necrosis factor receptor superfamily, 
member 1B 
CD120b, TNFRSF2 
TRAF6 
TNF receptor-associated factor 6, E3 ubiquitin 
protein ligase 
 
Ucp2 Uncoupling protein 2   
VDAC1 Voltage-dependent anion channel 1  
VEGFA vascular endothelial growth factor A  
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LISTA DE ABREVIATURAS 
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LISTA DE ABREVIATURAS 
 
Símbolo  Descripción en Inglés Descripción en Castellano 
AP-1 Activator protein-1 Proteína activadora 1 
APS Ammonium persulfate Persulfato de amonio 
ARN Ribonucleic acid Ácido ribonucleico 
Arp2/3 Actin related protein 2/3 
Proteína relacionada con actina 
2/3 
ATP  Adenosintrifosfato 
ATPasa  
Enzimas capaces de hidrolizar el 
adenosin trifosfato 
BIR 
Baculoviral inhibition of apoptosis 
protein repeat 
Dominio repetidos de las 
proteínas inhibidoras de la 
apoptosis de baculovirus 
cDNA Complementary DNA ADN complementario 
CEA Carcinoembryonic antigen Antígeno carcinoembrionario 
CO2 Carbon dioxide Dioxido de carbono 
CR Complement receptor  Receptor del complemento 
CR3 Complement receptor type 3  
Receptor del complemento tipo 
3 
CR4 Complement receptor type 4 
Receptor del complemento tipo 
4 
DAMP Damage-associated molecular patterns Patrón de daño molecular 
DHE Dihydroethidium Dihidroetidio 
DIF-1 DD1 Interacting Factor-1 Factor 1 de interacción con DD1 
DMEM Dulbecco´s Modified Eagle Medium 
Medio de Eagle modificado por 
Dulbecco 
dsRNA Double-Stranded RNA Doble cadena de ARN 
ECL Electrochemiluminescence Electroquimioluminiscencia 
EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid Ácido etildiaminotetraacético 
ETBR Ethidium bromide Etidiobromida 
FADH2 Flavin adenine dinucleotide Flavin Adenin dinucleótido 
FCCP 
Carbonyl cyanide-p-
trifluoromethoxyphenyl-hydrazone 
Carbonil cianida –p- 
trifluorometoxifenil-hidrazona 
FcR Fc receptor Receptor Fc 
FIIND Function to find domain Dominio de función para hallar 
FimH Minor component of type 1 fimbriae 
Componente menor de la 
fimbria tipo 1 
FITC Fluorescein isothiocyanate Isotiocianato de fluoresceína 
GBS-F Group B Streptococcus factor Factor del grupo B de 
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estreptococos 
GFP Green fluorescent protein Proteína verde fluorescente 
GlcNAc N-acetyl-D-glucosamine N-acetil-D-glucosamina 
GPI Glycosylphosphatidylinositol Glicosilfosfatidilinositol 
GTP Guanosine-5'-triphosphate Trifosfato de guanosina 
GTPasas  Trifosfatasas de guanosina 
H2O2 Hydrogen peroxide Peróxido de hidrógeno 
HDM House dust mite Polvo de ácaros caseros 
HEK293T Human embryonic kidney 293T 
Células 293T embrionaria de 
riñón humano 
HGNC 
HUGO Gene Nomenclature 
Committee 
Comite de Nomenclatura génica 
HUGO 
HIV Human immunodeficiency virus 
Virus de Inmunodeficiencia 
Humana 
hMITO Human anti-mitochondrial antigen M2 
Antígeno M2 anti-mitocondrial 
humana 
HRP Horseradish peroxidase Peroxidasa de rábano picante 
IAS1 Intronic activator sequence 1 
Secuencia 1 del activador 
intrónico 
iE-DAP 
D-glutamyl-meso-diaminopimelic 
acid 
Ácido D- glutamil-meso-
diaminopimelico 
IgG  Inmunoglobulina G 
IRAKs IL-1 receptor-associated kinases 
Receptor de IL-1 asociado a 
kinasas 
ITAM 
Immunoreceptor tyrosine-based 
activation motif 
Motivo de activación basado en 
tirosina de inmunoreceptores 
ITIM 
Immunoreceptor tyrosine-based 
inhibitory motifs  
Motivo de inhibición basado en 
tirosina de inmunoreceptores 
KC Keratinocyte chemoattractant Keratinocito quimioatrayente 
KO knock-out deficiente 
LB  Luria-Bertani medium Medio de Luria-Bertani 
LPS Lipopolysaccharide Lipopolisacárido 
LRR Leucine-rich repeats Repeticiones ricas en leucina 
LSB Laemmli Sample Buffer Sólución de muestra Laemmli 
LTA Lipoteichoic acids Ácido lipoteicoico 
MAPK Mitogen-activated protein kinases 
Proteína de mitógeno activado 
kinasa 
MBL Mannose-binding lectin Lectina de unión a Manosa 
MDM Monocyte-derived macrophages 
Macrófagos derivados de 
monocitos 
MDP Muramyl-dipeptide Muramil dipeptido 
MEFs mouse embryonic fibroblasts Fibroblastos embrionarios de 
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ratón 
MGI Mouse Genome Informatics Genoma informatizado de ratón 
MHC Major histocompatibility complex 
Complejo mayor de 
Histocompatibilidad 
mRNA Messenger ribonucleic acid Ácido ribonucleico mensajero 
MSCRAMM 
Microbial surface component 
recognizing adhesive matrix 
molecules 
Moléculas de adhesión a la 
matriz de reconocimiento de la 
superficie microbiana 
mtDNA Mitochondrial desoxyribonucleic acid 
Ácido desoxiribonucleico 
mitocondrial 
mt-mRNA 
Mitochondrial messenger ribonucleic 
acid 
Ácido ribonucleico mensajero 
mitocondrial 
NADH 
Nicotinamide adenine dinucleotide 
phosphate 
Nicotinamida adenina 
dinucleótido fosfato 
NF-kB Nuclear factor kappa B Factor nuclear kB 
NK Natural killer Asesina natural 
NLR NOD-like receptors Receptor parecido a NOD 
NO Nitric oxide Óxido nítrico 
NOD nucleotide binding oligomerization 
Nucleótidos unidos por 
oligomerización 
NOS NO synthase Óxido nitric sintasa 
NRIF3 Nuclear Receptor Interacting Factor-3 
Receptor nuclear que interactua 
con el factor 3 
O2  Oxígeno molecular 
OXPHOS Oxidative phosphorylation Fosforilación oxidativa 
PAMP 
Pathogen-associated molecular 
patterns  
Patrón molecular de patógenos 
PBS Phosphate Buffered Saline Sólución salina de fosfato 
PCR Polymerase chain reaction 
Reacción en cadena de la 
polimerasa 
PI Phagocytic index Índice fagocítico 
PIP3-Rac1 Phosphatidylinositol trisphosphate  Fosfatidilinositol trifosfato 
PMA Phorbol 12-myristate 13-acetate Forbol 12-miristato 14-acetato 
PRR Pattern recognition receptors 
Receptores de patrones de 
reconocimiento 
PYD Pyrin domain Dominio de pirina 
qRT-PCR 
Quantitative real-time polymerase 
chain reaction 
Reacción en cadena de la 
polimerasa a tiempo real 
cuantitativa 
r.p.m.  Revoluciones por minuto 
RAP 
 RNA-binding domain abundant in 
Apicomplexans 
Dominio unido al ARN 
abundante en Apicomplexas 
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RIG-I Retinoic acid-inducible gene I 
Gen I inducible del ácido 
retinoico 
RLH RIG-I-like helicase  Helicasa similar a RIG-I 
RNA Ribonucleic acid Ácido ribonucleico 
RNS Reactive nitrogen species Radicales de nitrógeno 
ROS  Reactive oxygen species Radicales de oxígeno 
RPMI 
medium 
Roswell Park Memorial Institute 
Medio creado por el Instituto en 
memoria de Roswell Park 
rRNAs Ribosomal RNA ARN ribosomal 
SDS Sodium dodecyl sulfate Dodecilsulfato de sodio 
SDS-PAGE 
Sodium dodecyl sulfate 
polyacrylamide gel electrophoresis 
Gel de poliacrilamida para 
electrophoresis con 
dodecilsulfato de sodio 
SEM Standard error mean Error estándar de la media 
SFB  Suero fetal bovino 
siRNA Small interfering RNA Pequeños ARN de interferencia 
SNP Single nucleotide polymorphism 
Polimorfismo de un único 
nucleótido 
ssRNA  Single-Stranded RNA Cadena simple de ARN 
TEMED N,N,N,N-tetramethylethylenediamine N,N,N,N-tetrametiletinediamina 
TH1 T helper type 1 Respuesta T ayudadora tipo 1 
TH2 T helper type 2 Respuesta T ayudadora tipo 2 
THP-1 Human monocytic cell line 
Línea celular monocítica 
humana 
TIA-1 T cell intracellular Antigen-1 
Antígeno 1 intracelular de las 
células T 
TIR Toll-interleukin 1 receptor 
Receptor 1 de la interleukina 
tipo Toll 
TLR Toll-like receptor Receptor tipo Toll 
Tregs T Regulatory  cells Células T reguladoras 
Tris-HCl 
Hydroxymethylaminomethane 
hydrochloride 
Hidroximetilminometano 
hidroclorídrico 
TRITC 
Tetramethylrhodamine-5-
isothiocyanate 
Tetrametilrodamina -5- 
isoyiocianato 
tRNAs Transfer RNAs ARN de transferencia 
U2OS Osteosarcoma cell line Línea celular de osteosarcoma 
UFC  Unidades formadoras de colonia 
VD3 1,25-dihydroxyvitamin D3 1,25 dihidroxivitamina D3 
W4/129S6 
ES 
Mouse Embryonics Stem Cells 
W4/129S6 
Células madre embrionarias de 
ratón W4/129S6 
WT Wild type Tipo salvaje 
YFP  Yellow fluorescent protein Proteína amarilla fluorescente 
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EL SISTEMA INMUNITARIO 
 
El sistema inmunitario es aquel conjunto de estructuras y procesos biológicos que protege 
contra enfermedades identificando y eliminando microorganismos, células patógenas y 
cancerosas; y necesita distinguirlos de los tejidos sanos del organismo para funcionar 
correctamente (1). El sistema inmunitario ha ido evolucionando a lo largo de miles de 
años, desarrollando múltiples mecanismos que se interrelacionan en una red compleja y 
dinámica que se adquiere antes de nacer, madura y se consolida en los primeros años de 
vida. El sistema inmunitario comprende la inmunidad innata y adaptativa. 
Inmunidad Innata 
 
La inmunidad innata o inespecífica es filogenéticamente más antigua que la inmunidad 
adaptativa y está presente en organismos vertebrados e invertebrados (2). Está formada por 
un conjunto de estructuras y procesos biológicos que interactúan con los agentes en un 
primer contacto.  
 
La inmunidad innata comprende barreras físicas, químicas y biológicas ubicadas en la 
piel, los epitelios de los tractos respiratorio, digestivo y genitourinario (3). Las barreras 
químicas están constituidas por diferentes moléculas solubles como las defensinas-β en la 
piel y el tracto respiratorio (4); o la lisozima y la fosfolipasa A en la saliva, las lágrimas y 
la leche materna (5-6).La barrera biológica está constituida por la microbiota comensal de 
los tractos genitourinario y gastrointestinal que compiten con las bacterias patógenas por 
alimento y espacio. Si esta primera línea defensiva es superada, se produce un foco 
infeccioso primario y la inmunidad innata desarrolla inmediatamente otro conjunto de 
mecanismos celulares y moléculas solubles. Entre los componentes celulares destacan: 
neutrófilos, eosinófilos, macrófagos, células natural killer (NK), células dendríticas y 
mastocitos. Entre los componentes solubles involucrados destacan: sistema de 
complemento, proteínas de fase aguda, e interferones α y β (3). 
Inmunidad Adaptativa 
 
La inmunidad adaptativa o específica es aquel conjunto de estructuras y procesos 
biológicos que interactúan con los agentes que han sido reconocidos previamente por el 
sistema inmunitario y generan un conjunto de acciones celulares y humorales específicas 
frente al estímulo antigénico.  
 
La respuesta inmune adaptativa se puede estructurar en tres etapas: 
1. Reconocimiento del antígeno, es decir, macromoléculas específicas que son 
predominantemente proteínas, péptidos y carbohidratos. Se lleva a cabo por las 
células presentadoras de antígenos. 
2. Período de latencia, dura varios días, en los que los linfocitos específicos 
amplifican su número, a la vez que se diferencian en células efectoras. 
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3. Respuesta efectora, consiste en: 
 Secreción de anticuerpos específicos o inmunoglobulinas por parte de los 
linfocitos B, es decir, son macromoléculas capaces de reconocer y unirse a los 
antígenos. Representa la inmunidad humoral. 
 Desarrollo de actividad citolítica específica por parte de los linfocitos T 
citotóxicos. 
 Liberación de factores que activan las células fagocíticas. 
 Adquisición de memoria inmunitaria. 
 
La inmunidad adaptativa está presente únicamente en organismos vertebrados y sus 
características principales son la especificidad, diversidad, memoria, expansión clonal, 
especialización, falta de reactividad frente a lo propio, contención y homeostasis(7). 
Componentes celulares del sistema inmunitario 
 
Las células que componen el sistema inmune se originan de células primordiales 
pluripotenciales de la médula ósea. Estas células maduran en dos linajes diferentes, el 
linfoide (linfocitos T y B y células NK) y el mieloide (leucocitos polimorfonucleares y 
monocito-macrófagos). Concretamente, en esta introducción, nos centraremos en los 
macrófagos, objeto de nuestro estudio en la presente tesis doctoral. 
MACRÓFAGOS 
 
Los macrófagos son los centinelas del sistema inmunitario en los tejidos y realizan diversas 
funciones importantes tanto en la inmunidad innata como en la adaptativa (8). Los 
macrófagos son más grandes que los monocitos, debido a la presencia de un retículo 
endoplasmático rugoso muy desarrollado y la presencia de un alto número de 
mitocondrias; además se caracterizan por una vida media larga.  
 
Los macrófagos son muy heterogéneos y se diferencian en función de las condiciones 
fisiológicas presentes en los tejidos, por ello han recibido diversos nombres según su 
ubicación, por ejemplo: células de Kupffer en el hígado, osteoclastos en los huesos, células 
microgliales en el tejido nervioso, macrófagos alveolares en el pulmón entre otros (8).  
 
Las funciones de los macrófagos son: defensa del organismo a través de la fagocitosis de 
microorganismos; limpieza a través de la eliminación de restos celulares que aparecen 
durante la infección u otro tipo de daño tisular; comunicación con otras células del sistema 
inmunitario o tisulares a través de la secreción de citocinas y quimiocinas; actuar como 
células presentadoras de antígenos a los linfocitos T; y promoción de la reparación 
tisular al estimular la angiogénesis y la síntesis de matriz extracelular.  
Los macrófagos como células presentadoras de antígeno 
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Los macrófagos tienen toda la maquinaria necesaria para procesar el antígeno y presentar 
péptidos exógenos y endógenos en el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) de 
clases II y I respectivamente, que activan a los linfocitos T (8). 
Coordinación de la respuesta inflamatoria 
 
Los macrófagos tisulares son capaces de iniciar y concluir la respuesta inflamatoria frente 
a una lesión tisular como una infección (9). Los macrófagos responden a la lesión mediante 
la liberación de interleucina 1 (IL1B), factor de necrosis tumoral (TNF) e IL6 que atraen 
neutrófilos. Estas citocinas también activan la fosfolipasa A2 citosólica (10) que provoca la 
liberación del precursor del ácido araquidónico, que es el precursor de las prostaglandinas 
y los leucotrienos, por medio de las acciones de las vías de la ciclooxigenasa y la 
lipooxigenasa, respectivamente, dando inicio a la respuesta inflamatoria. La liberación de 
leucotrienos, prostaglandinas y quimiocinas atraen a monocitos y linfocitos. La completa 
eliminación del desencadenante inflamatorio inicia la resolución de la inflamación en la 
que se detiene la infiltración de neutrófilos y los macrófagos fagocitan los neutrófilos 
apoptóticos. El paso clave consiste en detener la síntesis de prostaglandinas y leucotrienos 
y reemplazarlo por la síntesis de lipoxinas, resolvinas y protectinas. 
 
La captación de células apoptóticas estimula la síntesis de lipoxina A4 la cual reduce la 
actividad del neutrófilo, aumenta la migración de los monocitos, aumenta la captación de 
neutrófilos apoptóticos e inhibe la síntesis de las quimiocinas CXCL5 y CXCL8. La 
resolvina E1 y la protectina D1 aumentan la expresión de la quimiocina CXCR5 en la 
superficie de los neutrófilos apoptóticos, lo que facilita la disminución de CXCL3 y 
CXCL5 de la zona inflamatoria. A su vez, los neutrófilos expresan lisofosfatidilcolina para 
atraer a los macrófagos. La captación de estos neutrófilos por los macrófagos inhibe la 
producción de IL23A, una citocina implicada en la promoción de la granulopoyesis. El 
reconocimiento de células apoptóticas por los macrófagos conduce también a la 
producción de las citocinas antiinflamatorias IL10 y TGFB1, que, junto con factores como 
el factor de crecimiento endotelial vascular, promueven la reparación tisular (7-8, 11).  
Secreción de citocinas 
 
Los macrófagos secretan diversas citocinas (interleucinas, interferon, quimiocinas) para 
comunicar a otras células que contribuyan con la defensa del organismo (ver tabla1).  
 
Tabla 1: Citocinas producidas por los macrófagos, receptores en las células dianas y 
sus funciones biológicas. Adaptado del libro Inmunología en su séptima edición del autor Abul K. 
Abbas y colaboradores. 
Citocina Receptor Principales dianas celulares y efectos biológicos 
TNF 
TNFRSF1A  
TNFRSF1B 
 
 
Células endoteliales: activación 
Neutrófilos: activación 
Hipotálamo: fiebre 
Hígado: síntesis de proteínas de fase aguda 
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Músculo, grasa: catabolismo 
Muchos tipos celulares: apoptosis 
IFNA1 
IFNAR1 
IFNAR2 
Todas las células: estado antivírico, aumento de 
expresión de clase I del MHC 
Linfocitos NK: activación 
IL1RN IL1R1 Varias células: antagonista competitivo de IL1B 
IL1B 
IL1R1,  
IL1RAP, 
IL1R2  
Células endoteliales: activación 
Hipotálamo: fiebre 
Hígado: síntesis de proteínas de fase aguda 
IL6 
IL6R,  
IL6ST 
Hígado: síntesis de proteínas de fase aguda 
Linfocitos B: proliferación de células productoras 
de anticuerpos 
IL10 
IL10RA 
IL10RB  
Macrófagos, células dendríticas: inhibición de 
producción de IL12B y expresión de 
coestimuladores y moléculas de la clase II del 
MHC. Antiinflamatorio. 
IL12B 
 IL12RB1, 
IL12RB2 
 
Linfocitos T: Diferenciación TH1 
Linfocitos NK y linfocitos T: síntesis de interferón 
gamma (IFNG), aumento de actividad citotóxica 
IL15 
IL15RA 
IL2RB  
IL2RG 
Linfocitos NK: proliferación 
Linfocitos T: proliferación (linfocitos CD8
+
 
memoria) 
IL18 
IL18R1,  
IL18RAP 
Linfocitos NK y linfocitos T: síntesis de IFNG 
IL19 
IL20RA 
IL10RB  
Macrófagos: estimula secreción de IL-1 y TNF 
Queratinocitos: proliferación 
IL23A 
IL23R,  
 IL12RB1 
Linfocitos T: mantenimiento de linfocitos T 
productores de IL17A 
IL27 
IL27RA 
IL6ST  
Linfocitos T: diferenciación TH1; inhibición de 
linfocitos TH1 
Linfocitos NK: síntesis de IFNG 
CSF1 CSF1R  
Progenitores hematopoyéticos: maduración de 
monocitos 
CSF3 CSF3R  
Progenitores hematopoyéticos: maduración de 
granulocitos 
 
Fagocitosis y endocitosis 
 
La fagocitosis y endocitosis son mecanismos de defensa y limpieza de los macrófagos. 
Ambos mecanismos presentan pasos similares pero se diferencian en que la fagocitosis 
engulle partículas más voluminosas como una célula o bacteria mientras que la endocitosis 
atrapa partículas más pequeñas como lipoproteínas o glucoproteínas. La endocitosis 
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interioriza al citoplasma compuestos solubles a través de la generación de vesículas 
llamadas endosomas mediada por receptores. Los endosomas maduran, fusionándose con 
diferentes vesículas endocíticas desde los compartimientos temprano y tardío y finalmente 
se dirige a los lisosomas cuyo contenido degrada el contenido endosómico (8). 
 
Por su parte en la fagocitosis se interiorizan partículas mayores de 0,5 µm tras su 
reconocimiento por receptores. La fagocitosis se produce por la generación de 
pseudópodos y formación de fagosomas, los cuales siguen un proceso de maduración 
secuencial a través de la fusión con endosomas tempranos y tardios; este proceso culmina 
con la fusión de los fagosomas y lisosomas para formar los fagolisosomas y degradación 
de su contenido (8). Los fagosomas tempranos y tardíos no requieren calcio, pero la unión 
y fusión de los lisosomas con fagosomas tardíos si requieren calcio porque pueden 
necesitar la polimerización de actina (ver figura 1) (12).  
 
 
Figura 1: Maduración de los fagosomas en los macrófagos. Figura adaptada de Nunes, 2010. 
Mecanismos microbicidas presentes en fagosomas y fagolisosomas 
 
La maduración fagosómica se acompaña de la acidificación de la luz (de 6,1-6,5 en los 
fagosomas tempranos a 4,5 en los fagolisosomas), mediante la formación de un gradiente 
de iones H
+
 por la ATPasa vacuolar. La acidificación tiene actividad microbicida directa y 
facilita la acción de enzimas que tienen un rendimiento óptimo a pH ácido.  
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Otro mecanismo microbicida lo constituyen las defensinas que son polipéptidos pequeños 
muy catiónicos de 30 a 33 aminoácidos que forman canales permeables a los iones en la 
bicapa lipídica de una gran variedad de microorganismos patógenos como Staphylococcus 
aureus (cocos gram positivos), Escherichia coli (bacilos gram negativos), Cryptococcus 
neoformans (levaduras) y virus envueltos.  
 
Otro mecanismo que limita el crecimiento bacteriano en los fagosomas es el secuestro de 
nutrientes esenciales por la lactoferrina gracias a sus propiedades quelantes del Fe
3+
 o el 
transportador de membrana SLC11A1, que extrae Fe
2+
, Zn
2+ 
y Mn
2+
 de la luz (13). 
Además, los fagosomas contienen endopeptidasas, exopeptidasas e hidrolasas, que 
destruyen los microorganismos patógenos (8). 
 
El mecanismo microbicida mas conocido presente también en fagosomas y fagolisosomas, 
incluye la secreción de radicales libres derivadas del oxígeno (ROS) y derivadas del 
nitrógeno (RNS). Por su transcedencia en esta Tesis le dedicamos un apartado especial. En 
la figura 2 se resumen los principales mecanismos microbicidas presentes en fagosomas y 
fagolisosomas.  
 
 
Figura 2: Mecanismos microbicidas presentes en fagosomas y fagolisosomas 
ROS y RNS 
 
Los radicales libres son especies químicas que poseen un electrón desapareado en su 
orbital más externo. El electrón desapareado le confiere alto poder oxidante o reductor y 
hace que reaccionen de inmediato para lograr mayor estabilidad química. Dentro del 
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fagosoma los microorganismos contienen proteínas, carbohidratos, lípidos y ácidos 
nucleicos que son los principales compuestos químicos que reaccionan con los radicales 
libres, lo que resulta en alteraciones en la composición, estructura o función de dichas 
biomoléculas y contribuyen a la muerte microbiana (14). 
 
Los radicales libres se clasifican de acuerdo con el tipo de átomo del cual provienen (ver 
Tabla 2). Tanto los radicales del oxígeno como los del nitrógeno son producidos 
normalmente a bajas o moderadas concentraciones por el metabolismo celular. Los 
radicales libres no sólo participan en la defensa frente a microorganismos, también 
participan en los sistemas de señalización celular durante la respuesta celular a la anoxia-
hipoxia, en el mantenimiento del equilibrio de oxido-reducción y en la inducción de una 
respuesta mitogénica (14). 
 
Tabla 2: Especies reactivas derivadas del oxígeno y del nitrógeno. Tabla adaptada de 
Gutierrez-Salinas, 2014. 
Tipo Especie reactiva 
Vida media 
(segundo) 
Símbolo 
Derivados 
del oxígeno 
Superóxido 10-
4
 O2*- 
Radical hidroxilo 10-
9
 *OH 
Peróxido dehidrógeno estable H2O2 
Radical peroxilo ~ 1 ROO* 
Hidroperóxido orgánico estable ROOH 
Oxígeno singlete 10-
6
 ∆g'O2 
Ozono ~ 1 O3 
Derivados 
del 
nitrógeno 
Óxido nítrico ~ 1 NO* 
Peroxinitrito 10-
3
 ONOO* 
Ácido peroxinitroso 
Moderadamente 
estable 
ONOOH 
Dióxido de nitrógeno ~ 1 NO2 
 
Los radicales libres derivados del oxígeno se producen en la membrana plasmática y otros 
compartimientos intracelulares por reacciones de oxido-reducción catalizadas por las 
enzimas nicotinamida adenina dinucleótido fosfato (NADH) reductasa, la xantino-oxidasa, 
la citocromo C-reductasa y otras deshidrogenasas y también se producen en la cadena 
respiratoria de las mitocondrias. En la cadena respiratoria, la molécula de oxígeno puede 
aceptar un total de cuatro electrones y sus correspondientes protones, uno a la vez; lo cual 
genera dos moléculas de agua. Se ha reportado que de todo el oxígeno molecular que pasa 
por la cadena respiratoria sólo 2-3% se convierten en radicales del oxígeno.(14) 
 
Los radicales libres derivados del nitrógeno se producen a partir de la conversión de la L-
arginina en L-citrulina a través de la enzima oxido-nítrico-sintetasa (NOS) formando un 
gas de vida corta, difusible y soluble en lípidos llamado óxido nítrico (NO). Los radicales 
del nitrógeno pueden nitrosilar diversas macromoléculas y alterar su estructura (14).  
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Los macrófagos alcanzan su máxima actividad microbicida en presencia de IFNG 
expresando cantidades elevadas de óxido nítrico sintasa inducible (NOS2), que cataliza la 
producción de NO a partir de la arginina. Las especies reactivas de oxígeno y nitrógeno 
pueden interaccionar para producir peroxinitritos, y todas ellas actúan dentro del fagosoma 
para provocar efectos tóxicos sobre los organismos patógenos. El peroxinitrito actúa como 
agente de nitración y como un potente oxidante capaz de modificar las proteínas 
(formación de nitrotirosina), lípidos y ácidos nucleicos. De esta forma se ven afectados el 
metabolismo y la replicación bacterianos (8), (14) (ver figura 2). 
Receptores de reconocimiento de patógenos en macrófagos y sus vías de señalización 
 
Los macrófagos tienen variedad de receptores que pueden clasificarse en opsónicos y no 
opsónicos, dependiendo de su capacidad para interactuar directamente con los estímulos o 
su necesidad de unirse a una molécula como un anticuerpo o fragmentos del complemento, 
que actúan como opsoninas (8). 
Receptores opsónicos y opsoninas 
 
Los receptores del complemento (CR) y los receptores para las regiones constantes ó Fc de 
los anticuerpos (FcR) son los receptores opsónicos de los macrófagos, los cuales se unen a 
bacterias opsonizadas por fragmentos del C3, pentraxinas, colectinas, ficolinas o 
anticuerpos e inician la fagocitosis. Los monocitos y macrófagos expresan una amplia 
variedad de receptores de complemento, concretamente CR1, CR3 (15) y CR4. Los FcR 
pertenecen a la superfamilia de las inmunoglobulinas y tienen una alta afinidad para 
inmunoglobulina G (IgG). La unión entre la bacteria y el macrófago se potencia si 
participan varias opsoninas (ver tabla 3) (8).  
 
 
Tabla 3: Potencia de la unión bacteria-fagocito mediada por opsoninas. Tabla adaptada 
de Male, 2013. 
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El C3 es la proteína central del sistema de complemento que en presencia de C3 convertasa 
se escinde en C3a que estimula la inflamación y C3b que se une mediante enlaces 
covalentes a la superficie de los microorganismos para favorecer la fagocitosis o también 
la formación del complejo de ataque a la membrana.  
 
La familia de las pentraxinas es un grupo de proteínas pentaméricas. Las más conocidas 
son las pentraxinas cortas: proteína C reactiva que reconoce la fosforilcolina bacteriana y 
amiloide sérico P (APCS) que reconoce la fosfatidiletanolamina bacteriana. La pentraxina 
larga más conocida es PTX3 que reconoce varias moléculas presentes en hongos, bacterias 
y virus (16).  
 
Las colectinas son una familia de proteínas triméricas o hexaméricas en las que cada 
subunidad contiene una cola similar al colágeno conectada por un cuello a una cabeza de 
lectina tipo C. Las colectinas que favorecen la fagocitosis son la lectina ligadora de manosa 
(MBL) y las proteínas del surfactante pulmonar (SFTPA1 y SFTPD) (16). 
 
Las ficolinas son proteínas con una estructura similar a las colectinas, que presentan un 
dominio de reconocimiento glucídico de tipo fibrinógeno en lugar de un dominio de 
lectina; que se unen a el ácido lipoteicoico y la N-acetilglucosamina (GlcNAc) de las 
bacterias gram positivas y a GlcNAc presente en Salmonella spp y Escherichia spp (17).  
 
Receptores no opsónicos y sus vías de señalización 
 
La fagocitosis de microorganismos no mediada por opsoninas, se inicia con el 
reconocimiento de patrones moleculares asociados a microorganismos patógenos (PAMP) 
a través de los receptores de reconocimientos de patrones (PRR) o receptores no opsónicos. 
Los lipopolisacáridos (LPS) bacterianos son el prototipo de PAMP. Otros PAMPs incluyen 
al ácido lipoteicoico y peptidoglucanos para las bacterias gram positivas, y fragmentos de 
ácidos nucleicos en los virus. La existencia de diferentes tipos de receptores no opsónicos 
permite identificar múltiples moléculas microbianas, los cuales describiremos a 
continuación. 
 
Receptores tipo Toll 
 
Los receptores no opsónicos mejor conocidos en los macrófagos son los receptores tipo 
Toll (TLR), los cuales son glucoproteínas integrales de membrana tipo I que presentan una 
región extracelular responsable de la unión al ligando, que contienen repeticiones ricas en 
leucina rodeadas por unas estructuras características ricas en cisteína y un dominio 
citoplasmático responsable de desencadenar una cascada de señales intracelulares, que 
contiene un dominio TIR.  
 
Los TLR pueden formar heterodímeros y homodímeros entre sí, o complejos con otros 
receptores con la finalidad de detectar una amplia variedad de compuestos microbianos. 
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Además pueden localizarse en la superficie celular o en los endosomas. Los TLR que se 
expresan en los macrófagos se detallan en la tabla 4. Los humanos expresan los TLRs del 
1 al 10 y en el ratón están descritos los TLRs 1-9 y 11-13 (18). El TLR10 sólo se expresa 
en células B y células dendríticas en humanos (19).  
 
Tabla 4: Receptores TLR de los macrófagos y sus ligandos. Tabla adaptada de Male, 2013. 
Receptor Localización Ligando 
Microorganismo 
patógeno 
TLR1 Superficie celular Lipopéptidos 
Bacterias gram 
negativas 
TLR1/TLR2 Superficie celular 
Lipoproteína triacilo, factor 
soluble 
Bacterias 
TLR2 Superficie celular 
Ácido lipoteicoico (LTA), 
lipoproteínas, glucolípidos, 
lipoarabinomananos, LPS y 
fimbrias, GPI, HSPD1, HSPA4 y 
HSP90B1 (9) 
Bacterias 
espiroquetas, 
micobacteria, 
levaduras, 
Trypanosoma cruzi 
TLR2/TLR6 Superficie celular 
Lipoproteína diacilo, GBS-F, 
modulina 
Bacterias 
TLR3 
Superficie celular o 
endosoma 
dsRNA Virus 
TLR4 Superficie celular 
LPS,flavolipina, proteína 
F,proteínas de envoltura, HSPD1, 
HSPA4, HSP90B1 (9), 
fibronectina, ácido hialurónico 
Bacterias gram 
negativas, 
Chlamidias, 
flavobacteria, virus, 
retrovirus múridos 
TLR5 Superficie celular Flagelina Bacterias 
TLR6 Superficie celular Lipopeptidos diacilo Micobacterias 
TLR7 Endosoma ssRNA Virus 
TLR8 Endosoma ssRNA Virus 
TLR9 Endosoma DNA sin metilar Bacterias 
 
La cascada de señales intracelulares se inicia con la unión del ligando al TLR, lo que lleva 
a la dimerización de las proteínas TLR que provoca reclutamiento de proteínas adaptadoras 
como son MYD88, IRAKs, TRAF6, TAB2 ó TICAM1, y éstas a su vez activan quinasas 
como MAPK y factores de transcripción. Los principales factores de transcripción 
activados son el NF-kB, la proteína de activación 1 (AP-1), el factor de respuesta al 
interferón 3 (IRF3) e IRF7. NF-kB y AP-1 estimulan la expresión de genes que codifican 
citocinas inflamatorias como TNF e IL1B, quimiocinas como CCL2 y CCL8 y las 
moléculas de adhesión endoteliales como la selectina. IRF3 e IRF7 promueven la 
producción de interferones tipo I (IFNA1 e IFN-β), importantes para las respuestas 
inmunitarias innatas antivíricas (ver figura 3 y 5) (20), (9), (21).  
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Figura 3: Señales intracelulares de los receptores TLR en los macrófagos. Figura 
adaptada de Abbas, 2013. 
 
Todos los TLR, excepto TLR3, envían señales a través de MYD88 e inducen una respuesta 
inflamatoria. TLR3 transmite señales a través de TICAM1 y, por tanto, activa IRF3 e 
induce la expresión de interferones del tipo I. Por su parte, TLR4 transmite señales a través 
de MYD88 y TICAM1, y es capaz de inducir los dos tipos de respuestas. TLR3 también 
puede producir una respuesta inflamatoria independiente de MYD88 a través de TICAM1 
(ver figura 4) (22), (23). 
 
CD14 es una proteína de membrana que facilita el reconocimiento del LPS por el TLR4. 
CD14 está ligada al glicosilfosfatidilinositol (GPI) que lo ancla a la membrana 
citoplasmática e interacciona con el TLR, transfiriendo el LPS que está unido previamente 
con una proteína ligadora de LPS (LBP) al LY96, para después activar varias proteínas 
adaptadoras y así dar comienzo a la transducción de la señal (ver figura 4) (24). CD14 es 
una proteína multifuncional ya que también facilita el reconocimiento de ligandos por el 
TLR2 y TLR3. Por su parte, TLR4 también reconoce la matriz extracelular degradada y la 
proteína nuclear HMGB1, que puede liberarse de las células necrosadas (25), (26). 
 
TLR2 puede reconocer ligandos con diversas estructuras a través de la combinación con 
otros receptores como TLR1 o TLR6 (ver tabla 4). Por su parte, la opsonina MBL2 es 
capaz de incrementar los efectos de TLR2 frente a S. aureus dentro del fagosoma. De 
hecho, en estudios con ratones deficientes de MBL2 se ha observado una disminución en la 
producción de citocinas como TNF, CCL5, CXCL2, CCL2, queratinocito quimioatrayente 
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(KC) e IFN y el desarrollo de una septicemia en comparación con ratones salvajes (27), 
(28), (29), (20). 
 
 
Figura 4: Interacción entre TLR4 y LY96 para identificar microorganismos en los 
macrófagos. Figura adaptada de Male, 2013. 
 
Receptores tipo scavenger 
 
Existen otros receptores no opsónicos tipo scavenger, como son MSR1, MARCO (30), 
CD163, CD36, y SCARB1(31), que participan en la eliminación de células apoptóticas, 
eritrocitos, colágeno (tipo I y IV), LTA, LDL oxidadas, ácido polirribonucleico y LPS. Los 
receptores tipo scavenger son capaces de unirse directamente a los microorganismos. Se ha 
demostrado que el receptor MSR1 se une a Escherichia coli favoreciendo su fagocitosis en 
células dendríticas (32), también MSR1 se une a la proteína NMB1220 de Neisseria 
meningitis en los macrófagos (33), (34) ó el receptor SCARB1 que se une a 
Mycobacterium tuberculosis en macrófagos. Sin embargo, presentan un papel menor en la 
respuesta inmune y tienden a favorecer las respuestas generadas por el estímulo de otros 
receptores no opsónicos. Así que, por ejemplo son capaces de incrementar la producción 
de citocinas en macrófagos infectados con M. tuberculosis (31) o pueden servir para 
reducir las respuestas inducidas por la vía TLR4-CD14 y así limitar la liberación sistémica 
de TNF y el shock séptico resultante (32). Los receptores no opsónicos tipo scavenger 
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están en la superficie celular y sus mediadores intracelulares son desconocidos excepto 
para el receptor CD36 que se ha identificado a Lyn y MAP3K2 (9). CD36 es capaz de 
ayudar al receptor TLR2 para reconocer a Staphylococcus aureus y M. tuberculosis (8). 
 
Receptores lectina tipo C 
 
Los receptores lectina tipo C son también receptores no opsónicos que se caracterizan por 
reconocer hidratos de carbono de microorganismos facilitando su fagocitosis y estimulando 
las respuestas inmunitarias adaptativas mediado por el calcio.Todos estos receptores tienen 
en común un dominio glucídico.  
 
El receptor para la manosa MRC1 es el receptor lectina tipo C más estudiado presente en 
la superficie celular. MRC1 es capaz de reconocer D-manosa, L-fucosa y N-acetil-D-
glucosamina presentes en diversos microorganismos como son M. tuberculosis, 
Streptococcus pneumonie, Yersinia pestis, Candida albicans, Pneumocystis jiroveci, 
Cryptococcus neoformans, HIV, virus de la influenza, virus del dengue y Leishmania. 
También es capaz de unirse a otros ligandos para su posterior eliminación o reciclaje como 
son: hidrolasas lisosómicas, mieloperoxidasa, lutropina y colágeno (35) y además 
promueve las respuestas TH2. Sus mediadores intracelulares son CDC42 y Rho (9). 
 
El receptor CLEC7A contiene un dominio tipo lectina y una estructura tirosínica de 
activación del receptor inmunitario (ITAM) intracelular, que fagocita partículas de β-
glucano presentes en la pared de Candida albicans en forma de levadura, gracias a la 
cinasa SYK y CARD9. Recientemente se ha descrito que contribuye con la respuesta 
microbicida del macrófago frente a Leishmania al activar SYK para la producción de 
caspasa 1 e IL1B (36). Además se ha descubierto que participa en la diferenciación del 
linfocito T helper.  
 
El receptor CLEC4E se asocia a FcRγ para inducir señales intracelulares a través de SYK, 
CARD9 y MAPK para producir diversas citocinas y quimiocinas como son: TNF, CXCL2, 
CXCL1 e IL6. CLEC4E y los receptores TLR también pueden colaborar sinérgicamente 
(37), (38).  
 
Otros receptores lectina tipo C descritos en los macrófagos son: CD209 que modula las 
señales del TLR para promover la transcripción de varios genes de citocinas, en particular 
IL10 y CXCL8, CLEC4A, CD207 y CLEC6A.  
 
Receptores citosólicos 
 
Los receptores citosólicos macrofágicos son aquellos que reconocen la infección o el daño 
celular en el citoplasma. Los dos principales receptores citosólicos son: 1.Los receptores 
tipo helicasas (RLH) reconocen ARN bicatenario (dsRNA) que se produce durante la 
replicación viral. Por ejemplo, el receptor RIG-I reconoce el virus de la gripe mientras que 
el receptor IFIH1 el virus de la poliomielitis. Ambas helicasas están asociadas a la 
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proteína adaptadora MAVS y activan IRF3 y NF-kB. 2. Los receptores tipo NOD (NLR, 
NOD-like receptors) que se unen a nucleótidos y a peptidoglucanos bacterianos. La 
transducción de señales de estos receptores se realiza a través de RIPK2 para activar NF-
kB y MAPK (ver figura 5) (39), (9), (40).  
 
 
Figura 5: Receptores citosólicos y sus vías de señalización. Figura adaptada de Male, 2013. 
 
La familia NLR se caracteriza por la presencia de un dominio central NACHT que regula 
la auto-oligomerización; un dominio LRR con repeticiones ricas en leucinas en el extremo 
C-terminal implicado en el reconocimiento del ligando y los dominios efectores en el 
extremo N-terminal CARD, PYD ó BIR que regulan la transducción de señales a través de 
interacciones proteína-proteína. El dominio NACHT es el único común a todos los 
miembros de la familia NLR; en cambio, los dominios en los extremos N-terminal y C-
terminal pueden variar como se observa en la figura 6. El estudio filogenético permite 
distinguir tres subfamilias de la familia NLR tanto en humanos como en ratones que se 
denominan: NOD, NLRP e IPAF (ver figura 6) (41). 
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Figura 6: Miembros de la familia NLR en humanos y ratones. A. Relaciones filogenéticas 
de la familia NLR. Los miembros de la familia NLR en humanos están expresados en letras mayúsculas y los 
miembros de la familia NLR  en ratones en letras minúsculas. B. Representación esquemática de los 
dominios que constituyen a algunos de los miembros de la familia NLR en humanos. Dominios: BIR; 
CARD; FIIND; LRR; NACHT; PYD.Figura adaptada de Schroder, 2010. 
 
Algunos miembros de la familia NLR se dedican a la vigilancia citoplasmática de PAMP y 
patrones moleculares asociados a daños (DAMP). Los más conocidos en los macrófagos 
son NOD1 que contiene el dominio CARD4 y reconoce el ácido D-glutamil-meso-
diaminopimelico (iE-DAP) de las bacterias gram negativas y el receptor NOD2 que 
contiene el dominio CARD15 y reconoce el dipéptido muramilo (MDP) procedente de 
bacterias gram positivas y gram negativas (9). NOD1 y NOD2 posterior a la unión con el 
ligando, reclutan RIPK2 a través de interacciones de los dominios CARD-CARD que 
culminan con la activación del factor de transcripción NF-kB que impulsa la traducción de 
genes proinflamatorios. 
 
Otros miembros de la familia NRL responden a PAMP y DAMP citoplasmáticos formando 
inflamasomas. El inflamasoma es un complejo mutiproteínico que se ensambla en el 
citoplasma, activa la caspasa 1 y éste activa a las citocinas proinflamatorias IL1B e IL18 
que pueden desencadenar la muerte celular inflamatoria de la célula infectada por un 
mecanismo conocido como piroptosis. La piroptosis provoca la liberación del contenido 
celular e induce la inflamación.  
 
La composición del inflamasoma varía dependiendo del estímulo iniciador los cuales 
pueden ser: flagelina, dipéptido muramilo, LPS, toxinas formadoras de poros, ARN 
bacteriano, ARN vírico, amianto, sílice, urato monosódico, pirofosfato de calcio, 
disminución de la concentración de potasio intracelular y especies reactivas de oxígeno. 
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Los inflamasomas más conocidos son los generados a partir de NLRP1, NLRP3 (42) (ver 
figura 7) eIPAF (41), (43), (44), (45). 
 
 
Figura 7: Vías de activación del inflamasona NLRP3. (1) Las moléculas de ATP activan el 
poro P2X7 y así permiten la formación de hemicanales de panexina-1, por los cuales penetran los ligandos 
extracelulares y se acoplan a NLRP3. (2) Ligandos de NLRP3 son fagocitados y por sus características 
físicas conducen a la ruptura lisosomal. El NLRP3 detecta el contenido lisosomal en el citoplasma que puede 
ser a través de la catepsina. (3) Ligandos de NLRP3 activan la generación de especies reactivas de oxígeno y 
éste activa la formación del inflamasoma. Figura adaptada de Schroder, 2010. 
Receptores y fagocitosis de microorganismos 
 
Es importante destacar que la fagocitosis de microorganismos se produce gracias a la 
participación conjunta de los diversos receptores antes mencionados, según sean bacterias 
gram positivas, bacterias gram negativas ó levaduras que la figura 8 nos ilustra (16).  
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Figura 8: Receptores opsónicos y no opsónicos en los macrófagos. Los microorganismos 
según sean gram positivos, gram negativos o levaduras son reconocidos por una combinación de receptores 
opsónicos y no opsónicos que generan respuestas inflamatorias en los macrófagos. LBP son proteínas 
ligadoras de LPS. Figura adaptada de Stuart, 2005. 
Citoesqueleto y modelos de fagocitosis en los macrófagos 
 
El citoesqueleto es una red tridimensional y dinámica formada por microtúbulos, 
microfilamentos y filamentos intermedios. Las funciones que desempeña el 
citoesqueleto en los macrófagos son múltiples y vitales, siendo las más importantes: dar 
forma a la célula según el tejido en que se encuentre, transporte intracelular, participación 
en la división celular y en la fagocitosis (46). 
 
Los microtúbulos son estructuras no ramificadas, constituidos por tubulina y que tienen 25 
nm de espesor. Tubulina es una proteína globular que se codifica por dos genes y se 
traducen en dos proteínas: las tubulinas α y ß que forman un heterodímero y es la unidad 
estructural de los microtúbulos. Por medio de la polimerización de los heterodímeros se 
forman protofilamentos, en los cuales se alternan las unidades α y ß. Trece de estos 
protofilamentos configuran la pared de un microtúbulo. El punto de partida del sistema de 
microtúbulos es el centrosoma donde se encuentra una estructura cilíndrica llamada 
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centriolo formada por nueve tripletes de microtúbulos que se distribuyen de forma radial 
por el citoplasma y constituyen las vías para el transporte de vesículas y para la 
estabilización de la estructura celular (47). 
 
Los microfilamentos en los macrófagos están constituidos por abundantes filamentos de 
actina y escasos filamentos de miosina. Actina es una proteína globular filogenéticamente 
conservada cuyos monómeros polimerizan formando filamentos que se entrelazan en doble 
hélice. Los microfilamentos participan en el mantenimiento de la forma celular, en 
procesos dinámicos como el movimiento ameboide y el proceso de fagocitosis (47), (46). 
 
El tercer tipo de componente del citoesqueleto son los filamentos intermedios que tienen 
un espesor aproximado de 10 nm. Los filamentos intermedios proporcionan un andamiaje 
que integra a los otros componentes del citoesqueleto y organiza la estructura interna del 
macrófago (46).  
 
El citoesqueleto y la membrana citoplasmática tienen una interacción recíproca. La 
membrana es un regulador clave del citoesqueleto, que proporciona sitios de unión para los 
componentes del citoesqueleto antes mencionados, a través de proteínas de 
transmembrana, lípidos e interacciones electrostáticas, y también sirve como la fuente de 
señalización que controlan la organización del citoesqueleto y su remodelación durante la 
fagocitosis. Por el contrario, el citoesqueleto es un factor determinante de las propiedades 
biofísicas y bioquímicas de la membrana, incluyendo su forma, tensión, movimiento, 
composición, así como la movilidad, la división celular y el reciclaje de sus componentes 
(48).  
 
El elemento clave de la participación del citoesqueleto en la fagocitosis es la 
remodelación de los filamentos de actina que se produce a través de la señalización que 
se genera al activarse los receptores presentes en la membrana citoplasmática. Las 
moléculas de señalización más reconocidas son GTPasas pertenecientes a la subfamilia 
Rho; tales como, Rac y CDC42 (23) que estimulan a proteínas pertenecientes a la familia 
WASP (49), que activan al complejo Arp2/3 para la polimerización de los filamentos de 
actina por el extremo plus con consumo de energía, en forma de ATP. Los monómeros de 
actina provienen de la despolimerización de los filamentos por el extremo minus como 
podemos observar en la figura 9. Ésta remodelación dirigida de los filamentos de actina 
produce los movimientos celulares necesarios para englobar la partícula y fagocitarla (50-
51). 
 
En la remodelación de los filamentos de actina en los macrófagos también se ha descrito 
una proteína adaptadora llamada DEF6 que interactúa con Rac para provocar la 
reorganización del citoesqueleto. La sobreexpresión de DEF6 inhibe la habilidad fagocítica 
mediada por el receptor IgG FcR al reclutar la proteína DEF6 en la formación de los 
fagosomas tempranos. El reclutamiento de DEF6 en los fagosomas es más eficiente cuando 
los macrófagos expresan Rac1 ó Rac2. En ausencia de DEF6 se produce un aumento de la 
fagocitosis mediada por el receptor FcR, un aumento en la cantidad de filamentos de actina 
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alrededor de estos fagosomas, así como un aumento en la cantidad de proteína Rac1 
reclutado en el fagosoma (52). 
 
 
Figura 9: Formación de filamentos de actina. Polimerización y formación de filamentos de 
actina ramificados posterior a la estimulación de Rac y CDC42. Figura adaptada de Cooper, 2013. 
 
El citoesqueleto y la membrana citoplasmática participan activamente en las etapas de la 
fagocitosis. Moller y colaboradores, presentaron un modelo de fagocitosis macrofágica con 
Escherichia coli que se muestra en la figura 10 en la que resaltan la interacción entre el 
microorganismo y los receptores celulares para la formación de los pseudópodos (53). 
 
Otro posible modelo de fagocitosis es el ofrecido por Masters y colaboradores quienes 
estudiaron la tensión superficial del macrófago y su repercusión en la fagocitosis de 
partículas inertes. Consideran que la tensión superficial es un activador de la exocitosis y 
éste paso es necesario para completar la fagocitosis. Además tomaron en consideración 
otros elementos como el reordenamiento de los filamentos de actina y GTPasas (ver figura 
11) (54).  
 
Luego de la fagocitosis los filamentos de actina que rodean al fagosoma se despolimerizan 
rápidamente (55), liberando al fagosoma para su maduración. Los fagosomas pueden 
presentar dos tipos de movimientos en el citoplasma, uno lento en la periferia de la célula 
mediado por la miosina V y filamentos de actina, que ocurre poco tiempo después de la 
fagocitosis y otro rápido que ocurre cuando el fagosoma alcanza el interior de la célula a 
través de los microtúbulos. Algunas GTPasas transforman GTP en GDP obteniendo 
energía para movilizar los fagosomas y fagolisosomas en los microtúbulos como son: 
Rab4a, rabfilina 11 y Rab5 (56), (57), (58). 
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Figura 10: Modelo de fagocitosis macrofágica de E. coli. La fagocitosis macrofágica de E. 
Coli. Se inicia con la interacción de la fimbria tipo 1 de la bacteria y el receptor de superficie anclado a la 
membrana CD48 de los macrófagos (a). El CD48 se une específicamente a la punta de la fimbria llamado 
FimH, que contiene un único sitio de unión a manosa en el dominio de lectina. (b) CDC42 induce en los 
macrófagos la formación de filopodios (57) que son proyecciones citoplasmáticas delgadas que al retraerse 
alargan la fimbria bacteriana gracias a que se desenrolla la estructura helicoidal cuaternaria de la fimbria. 
Como las bacterias se adhieren fuertemente a las superficies de sustrato a través de enlaces múltiples, los 
macrófagos no pueden tirar de las bacterias de la superficie a través de un solo filopodio. (c) Por tanto, para 
facilitar la captación, Rac1 induce en los macrófagos la formación de prolongaciones de forma laminar y 
transitorias, llamados lamelipodios (57), hacia la bacteria para romper secuencialmente los enlaces que 
anclan a E. coli a la superficie. (d) Una vez que la bacteria está completamente levantada de la superficie y se 
encuentra en el lamelipodio, se forma una bolsa fagocítica para internalizar la bacteria. Figura adaptada de 
Moller, 2013. 
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Figura 11: Modelo de fagocitosis en macrófagos de partículas inertes. Después de la unión 
de la partícula inerte a la membrana citoplasmática (i), la señalización de PIP3-Rac1 se activa y la 
polimerización de actina empuja la membrana del pseudópodo hacia adelante y alrededor de la partícula 
durante la primera fase de la extensión de los pseudópodos (ii). La tensión superficial de la membrana es 
mayor en esta fase debido a la protrusión, provocando un agotamiento de los pliegues de la membrana. En la 
transición (iii) el aumento en la tensión de la membrana debido a la competencia entre el agotamiento del 
área de la membrana y la actividad protrusiva conduce a la desactivación PIP3-Rac1 y la reorganización de 
las fibras de actina en el pseudópodo, así como la activación de la exocitosis. En la segunda fase de extensión 
del pseudópodo (iv), el área de la membrana se incrementa por exocitosis de vesículas que contienen 
proteínas ancladas a GPI. La internalización de la partícula se inicia cuando la extensión del pseudópodo 
envuelve progresivamente la partícula mientras entra en el citoplasma de la célula. Después de la inmersión 
(v), se inicia la maduración del fagosoma que posteriormente se fusiona con lisosomas y posiblemente con 
compartimientos del retículo endoplasmático. Figura adaptada de Masters, 2013. 
Mecanismos de control de la fagocitosis en los macrófagos 
 
Uno de los principales mecanismos de regulación de la actividad fagocítica de los 
macrófagos es a través de la expresión en sus membranas citoplasmáticas del CD47 que se 
une al receptor SIRPA de los macrófagos. El receptor SIRPA presenta una estructura 
inhibidora tirosínica del receptor inmunitario (ITIM) que inhibe el inicio de la fagocitosis. 
 
También es bien conocida la capacidad de la interleucina IL21 de regular la actividad 
fagocítica de los macrófagos. IL21 es producida por linfocitos T CD4, células NK y células 
T helper. El receptor para IL21 se localiza en linfocitos T CD4, linfocitos T CD8, 
linfocitos B, células NK, macrófagos y células dendríticas, por lo que sugiere que IL21 
participa en un amplio rango de funciones. IL21 inhibe significativamente la expresión de 
mRNA inducida por LPS, la expresión de IL1B, TNF e IL6 en macrófagos pero no inhibe 
los efectos de IFNG, IL10, CCL5 y CXCL2. IL21 disminuye la expresión de los 
marcadores de superficie de CD86, NOS2 y TLR4 en células estimuladas con LPS (59).  
Evaluación de la fagocitosis: in vitro e in vivo 
 
Uno de los ensayos más utilizados para evaluar la fagocitosis se realiza a través del ensayo 
de protección con gentamicina. Aunque en un principio este ensayo se diseñó para medir 
  
FAST Y FAGOCITOSIS BACTERIANA Página 49 
 
la actividad bactericida, sucesivas investigaciones demostraron que también es útil para 
evaluar la fagocitosis. 
 
El ensayo consiste en incubar un cultivo de la célula eucariota que se desee analizar en 
presencia de alguna especie bacteriana conocida. Luego se añade una dosis de 
gentamicina que permite eliminar exclusivamente los microorganismos no fagocitados. Se 
ha demostrado que la gentamicina no se acumula en el citoplasma de los macrófagos y 
que su concentración intracelular es aún más baja que la esperada por mecanismos de 
difusión simples. Además el bajo pH en los fagosomas reducen la actividad bactericida de 
la gentamicina y por último las bacterias fagocitadas pueden volverse insensibles al 
antibiótico ya que la proteína transportadora del antibiótico en su membrana es oxígeno 
dependiente y no funciona adecuadamente dentro del fagosoma (60). Posterior al tiempo 
de incubación con gentamicina, se realizan lavados para eliminar las bacterias 
extracelulares y el antibiótico; así que, sólo se conserva el cultivo celular con bacterias 
intracelulares. Éstas células se incuban nuevamente y finalmente se utilizan diferentes 
técnicas para medir la capacidad bactericida (si el tiempo de incubación total es superior 
a 2 horas) o la capacidad fagocítica (si el tiempo de incubación total es inferior a 2 horas). 
El porcentaje de recuperación de la especie bacteriana empleada se determina por cultivos 
de diluciones por lisis de las células fagocítica y del sobrenadante. 
 
El ensayo de protección con gentamicina es muy vérsatil, ya que se puede modificar las 
condiciones de experimentación como el pH, la temperatura, el tiempo de incubación 
bacteria-célula, concentraciones de O2 y CO2. Pueden utilizarse células humanas, animales 
o líneas celulares ya conocidas. Pueden utilizarse bacterias con fenotipo salvaje o con 
modificaciones génicas. El ensayo también permite estudiar genes específicos o proteínas 
que interactúan entre la especie bacteriana y la célula, diseñando modelos experimentales 
sin el gen en estudio en la célula y compararlo con la célula salvaje. 
 
Las técnicas complementarias que se utilizan con más frecuencia para medir la capacidad 
bactericida son: A. Quimioluminiscencia: durante la fagocitosis las células producen ROS 
que a su vez reaccionan con sustratos oxidables presentes en los microorganismos, 
produciendo intermediarios inestables que liberan energía lumínica al regresar a su estado 
basal, la cual es medida a través de un luminómetro y así se mide la respuesta oxidativa de 
los fagocitos ante una variedad de estímulos solubles y particulados. B. Otros métodos 
bioquímicos específicos para medir peróxido de hidrógeno, anión superóxido, síntesis de 
citocinas como IL1B, TNF o IL6, síntesis y liberación de óxido nítrico, entre otras 
manifestaciones de la actividad bactericida celular (61). 
 
Las técnicas que se utilizan con más frecuencia para medir la capacidad fagocítica son: A. 
lisis de las células, cultivo y conteo de las unidades formadoras de colonias (UFC); B. 
medición por citómetro de flujo de la fluorescencia emitida por parte de las células 
fagocíticas que contienen en su citoplasma bacterias marcadas con un fluorocromo 
previamente; C. conteo de las bacterias marcadas con fluorocromo en el citoplasma de los 
fagocitos a través del microscopio de fluorescencia.  
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Generación de macrófagos 
 
Como ya se ha mencionado, los macrófagos son células tisulares, por tanto, para realizar 
cualquier experimento es necesario utilizar previamente algún método para generar 
macrófagos, que presenten las características fenotípicas más parecidas a los macrófagos 
humanos que se deseen analizar. Para ello se pueden utilizar monocitos humanos o de 
animales de experimentación que son obtenidos a partir de: sangre periférica, médula ósea, 
esplenocitos, peritoneo ó también se pueden utilizar líneas celulares como THP-1. Luego 
se cultivan y/o incuban con diferentes factores que provocan la diferenciación hacia 
macrófagos.  
 
Generación de macrófagos a partir de sangre periférica: se puede seleccionar los 
monocitos de la sangre periférica utilizando una solución de anticuerpos y separándolos del 
resto de los componentes hemáticos con un gradiente de densidad y lavados. Finalmente 
los monocitos son cultivados en placas con soluciones estándares como RPMI al 10% y 
suplementada con los factores de diferenciación según el fenotipo de macrófago que se 
quiere estudiar.  
 
Generación de macrófagos a partir de médula ósea: los agregados de médula ósea se 
disgregan mecanicamente. Luego se resuspenden en tampón de lisis para lisar las células 
rojas y posteriormente sembrarlas en placascon soluciones estándares y suplementarlas con 
los factores de diferenciación (62). 
 
Generación de macrófagos a partir de esplenocitos: se homogenizan muestras de bazos 
y los esplenocitos se pasan a través de un tamiz para eliminar los residuos. Las células se 
resuspenden y se cultivan con soluciones estándares y factores de diferenciación (62).  
 
Generación de macrófagos peritoneales: en animales de experimentación se puede 
administrar periodato ó tioglicolato al espacio peritoneal y así estimular la generación de 
macrófagos a partir de monocitos que posteriormente se obtienen a través de un lavado 
peritoneal con soluciones estándares. 
 
Generación de macrófagos a partir de THP-1: suelen utilizarse líneas celulares 
conocidas, en especial THP-1que proviene de un paciente masculino de un año de edad 
con leucemia monocítica aguda. Las células THP-1 al ser activadas adquieren 
características similares a los macrófagos: dejan de proliferar para producir citocinas 
proinflamatorias, se adhieren a las superficies de plástico de las placas de cultivo y son 
capaces de fagocitar microorganismos. PMA y VD3 son usados comúnmente para inducir 
diferenciación en líneas monocíticas hacia macrófagos. Daigneault y sus colaboradores 
compararon diferentes protocolos y evidenciaron que los macrófagos diferenciados con 
PMA presentaron cambios similares a macrófagos derivados de monocitos (MDM) como 
son: aumento del radio nuclear, aumento del número de mitocondrias y lisosomas, 
resistencia a estímulos apoptóticos, niveles mantenidos de la proteína anti-apoptótica 
dependiente de la diferenciación MCL-1 y presencia de marcadores de superficie de 
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diferenciación celular similares. Estos macrófagos conservaron una alta capacidad 
fagocítica de partículas de látex y expresaron un perfil de citocinas que se asemejaba a 
MDM en respuesta a ligandos de TLR, en particular con TLR2 marcados (63). Sin 
embargo, otros autores han demostrado que puede diferenciarse THP-1 hacia macrófagos 
usando PMA a bajas concentraciones (desde 5 ng/ml). También demostraron que el uso de 
dosis elevadas (igual o mayor de 100 ng/ml) produce en la célula diferenciada 
sobreexpresión de algunos genes que pueden enmascarar la respuesta celular frente a 
estímulos débiles (64). 
 
Por tanto, las condiciones de generación y diferenciación de los macrófagos tienen gran 
influencia en los fenotipos obtenidos debido a su gran plasticidad (65), versatilidad y 
multitud de funciones en las que participan en el sistema inmune. 
Fenotipos de los macrófagos 
 
Los macrófagos constituyen las células centinelas en los tejidos y se mantienen inactivos 
hasta que son estimulados. Cuando los macrófagos se activan presentan diferentes 
fenotipos, que describimos a continuación. 
 
Los macrófagos M1 se generan al ser estimulados con LPS, TNF, CSF2 o IFNG, lo que se 
denomina activación clásica (ver figura 15) (9). Son efectores proinflamatorios (secretan 
IL23A, IL12B, IL1B, IL6 y TNF) y tienen funciones bactericidas. Además, los macrófagos 
M1 promueven respuestas TH1 al producir IL12B y secretar CXCL9 y CXCL10, que 
reclutan selectivamente linfocitos TH1. 
 
Los marcadores de superficie asociados al fenotipo M1 son: 1. TNFRSF1B que se ha 
relacionado con la supervivencia celular, activación de NF-kB, activación e incluso 
proliferación en otros tipos de células como los linfocitos T. 2. SLAMF7 que se ha descrito 
niveles elevados en macrófagos de pacientes con rechazo de aloinjerto de intestino (66).  
 
Los macrófagos M2 se generan por una activación alternativa (ver figura 15) y se dividen 
en subgrupos: M2a después de la exposición a IL-4 ó IL13 y producen CCL24, CCL22, 
CCL17 y CCL18 que son reconocidos por CCR3, CCR4 y CCR8 y promueven el 
reclutamiento de eosinófilos, basófilos y células TH2; M2b después de la exposición a 
inmuno-complejos en combinación con IL1B o LPS y producen CCL1 el cual recluta 
linfocitos Tregs; M2c después de la exposición a IL10, TGFB1 o glucocorticoides y 
producen CCL16 que recluta eosinófilos y CCL18 que recluta linfocitos T naive (67) y 
M2d se producen en un microambiente tumoral y presentan un perfil M2 ( IL10high – 
VEGFA high) pero también exhiben algunas características M1 como la expresión de 
IFNG, CCL5, CXCL10 y CXCL16 (68).  
 
Estos macrófagos M2 poseen menos actividad bactericida ya que producen menor cantidad 
de especies reactivas de oxígeno y nitrógeno (8), mejoran la eliminación de los desechos 
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celulares, promueven la remodelación y reparación de tejidos y aumentan la capacidad 
para combatir las infecciones parasitarias (69). 
 
Los marcadores de superficie asociados al fenotipo M2 son: 1. CD1A y CD1B que son 
glucoproteínas de transmembrana que estructuralmente están relacionados con el MHC y 
median la presentación de lípidos y glucolípidos de los microorganismos a los linfocitos T. 
CD1A se localiza en la membrana plasmática y es útil para el reciclaje de vesículas del 
sistema endocítico temprano. En cambio, CD1B se localiza en endosomas tardíos y 
lisosomas a través de una base de tirosina en la cola citoplasmática, y requiere la 
acidificación vesicular para unirse a antígenos lipídicos. 2. CD93 es una glucoproteína de 
membrana tipo I implicada en procesos biológicos como la adhesión, migración y 
fagocitosis. Su cola citoplasmática intracelular interactúa con la proteína miosina la cual 
participa en la unión de las proteínas transmembrana al citoesqueleto y a su remodelación. 
3. CD226 es una glucoproteína presente en la superficie celular, que en los monocitos 
favorece la adhesión al endotelio, pero en los macrófagos M2 está por definir sus funciones 
(66). En modelos murinos se han asociado al fenotipo M2 otros marcadores como son 
arginasa 1 (Arg1), Chil3 y Retnla (69). 
 
Hay otros fenotipos de macrófagos descritos recientemente como son M4, Mhem y Mox. 
M4 se generan después de la exposición a CXCL4 ó al factor estimulante de colonias de 
macrófagos (CSF1) que es un importante factor de crecimiento, diferenciación y 
supervivencia, selectivo para monocitos y macrófagos y es producido por los fibroblastos, 
las células estromales, las células endoteliales, el músculo liso y el propio macrófago (8). 
Los macrófagos M4 producen CD86 y CD206. Mhem se generan después de la exposición 
a haptoglobina ó globulos rojos oxidados y producen CD163; y Mox se generan después 
de la exposición a Ox-PL-PPc (ver figura 12) (69). 
 
Algunos autores han propuesto otra clasificación de los macrófagos activados de acuerdo 
con sus funciones: defensa del organismo, reparación de heridas y regulación inmunitaria. 
Además de estos tres grupos es posible definir numerosos estados funcionales intermedios, 
lo que indica que existe un amplio rango de estados de activación de los macrófagos para 
ejecutar muy diversas funciones in vivo (70), (71). 
 
Otro aspecto a tomar en consideración son las diferencias que existen entre los macrófagos 
humanos y múridos. En ausencia de inflamación los macrófagos tisulares múridos son 
generalmente diferenciados hacia la subpoblación de monocitos múridos Gr-1 low 
CX3CR1 high CCR2− CD62L−. Estas células se corresponden funcionalmente con la 
subpoblación humana de monocitos CD14+ CD16+ CX3CR1 high CCR2− CD62L−. 
Durante la inflamación, los macrófagos se activan, se expanden y llegan nuevos monocitos 
inmaduros que rápidamente se diferencian a Gr-1 high CX3CR1 low CCR2+ CD62L+ en 
múridos o CD14 high CD16− CX3CR1 low CCR2+ CD62L+ en humanos (9). También 
hay marcadores diferentes como por ejemplo, Arg1, que se expresa en macrófagos M2 
múridos y no se expresa en macrófagos humanos (72 112). 
 
  
FAST Y FAGOCITOSIS BACTERIANA Página 53 
 
 
Figura 12: Fenotipos de macrófagos. Figura adaptada de Labonte, 2014. 
 
Por tanto, los macrófagos presentan gran diversidad funcional. De hecho, existen algunos 
factores que contribuyen a esta diversidad funcional y que aún no han sido completamente 
definidos. Además, cuando se colocan macrófagos idénticos en diferentes microambientes 
son capaces de mostrar diferentes funciones en respuesta a un estímulo común. Los 
macrófagos también son capaces de cambiar su patrón funcional en el tiempo a medida que 
la respuesta progresa y por último son capaces de volver a su estado original o inactivo una 
vez que el estímulo original cesa (73 107). 
 
FAMILIA DE PROTEÍNAS FAST (FAS-ACTIVATED SERINE THREONINE 
PHOSPHOPROTEIN) 
 
La familia de proteínas FAST (Fas-activated serine threonine phosphoprotein), de reciente 
descripción, está integrada por seis proteínas de origen nuclear denominadas FAST 
(considerada el prototipo de la familia por ser la primera en describirse) y FASTKD1-5. 
 
Todas ellas comparten una secuencia de localización mitocondrial amino terminal y tres 
dominios carboxilo terminal (FAST_1, FAST_2 y RAP). El dominio RAP de 
aproximadamente 60 aminoácidos es un dominio de unión a RNA y está presente en 
numerosas proteínas involucradas en trans-splicing (74). Los dominios FAST_1 (70 
aminoácidos) y FAST_2 (90 aminoácidos) situados en el extremo carboxilo de todos los 
miembros de la familia FAST, tienen funciones desconocidas por ahora (ver figura 13-A). 
Las posiciones de los aminoácidos que flanquean estos dominios de proteínas se indican en 
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el anexo A-1. Las proteínas FASTKD tienen baja homología de secuencia fuera de los 
dominios mencionados (ver anexo A-2) (75).  
 
Los genes ortólogos de FAST se encuentran en el antepasado común de los vertebrados 
como se observa en la figura 13-B. Se identificaron genes ortólogos de FAST en pez zebra 
(Danio rerio), en gallo (Gallus gallus), ratón (Mus musculus) y humano (Homo sapiens) 
que podemos detallar en el anexo A-3. La homología de secuencia entre los ortólogos es 
entre un 5 y un 10% mayor en los dominios FAST_1, FAST_2 y RAP que la observada en 
el dominio amino terminal. Algunos ortólogos pueden haber evolucionado 
independientemente lo que sugiere que estos genes pueden tener funciones no redundantes 
en vertebrados. La restricción de los miembros de la familia FASTKD a las clases de 
animales relativamente recientes, sugiere que estas proteínas pueden modular la regulación 
fina de producción de energía en la mitocondria (75). 
 
 
Figura 13: Estructura primaria de las proteínas FAST y FASTKD1-5. (A) Características 
de la estructura primaria de las proteínas FAST y FASTKD1–5 en humanos. MTS es la secuencia de 
direccionamiento mitocondrial. (B) Árbol circular de las secuencias de las proteínas FAST Y FASTKD1-5 en 
humanos (Hsa), ratones (Mmu), pollos (Gga) y pez cebra (Dre). La barra de escala indica la distancia 
genética y es equivalente a 0,2 sustituciones por aminoácidos. Figura adaptada de Simarro, 2010. 
 
Las proteínas FASTKD1-5 poseen secuencias de localización mitocondrial que fueron 
confirmadas por inmunofluorescencia como se observa en la figura 14 (75). 
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Figura 14: Localización celular de las proteínas FASTKD1-5. Las células COS-7 fueron 
transitoriamente transfectadas con plásmidos que codifican proteínas de fusión que consisten en cada uno de 
los miembros de FASTKD fusionados en su extremo carboxilo a la proteína fluorescente amarilla (YFP). Las 
células fueron teñidas con anticuerpos antimitocondrial de suero humano (M2) y analizado por 
inmunofluorescencia. Se presentan las imágenes individuales (YFP y hMITO) y combinadas (MERGE). 
Figura adaptada de Simarro, 2010 
 
La distribución tisular de los transcritos de FASTKD1-5 fueron analizados en trece 
tejidos humanos y once tejidos de ratones mediante reacción en cadena de la polimerasa a 
tiempo real cuantitativa (qRT-PCR) como se observa en la figura 15. Aunque todos los 
miembros de la familia FASTK se expresan de forma ubicua, algunos son particularmente 
abundantes en tejidos ricos en mitocondrias como el corazón, músculo esquelético y tejido 
adiposo pardo (75). 
 
 
Figura 15: Distribución tisular de los genes de FASTKD1-5 en humanos y ratones. 
Distribución tisular de los genes de FASTKD1–5 en humanos (panel superior) y ratones (panel inferior). Los 
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resultados son expresados en relación con el nivel de mRNA en el pulmón. Figura adaptada de Simarro, 
2010. 
 
Los genes que codifican a los miembros de la familia FASTKD en humanos se encuentran 
en diferentes cromosomas que detallamos en la tabla 5. 
 
Tabla 5: Localización de los genes de cada miembro de la familia FAST en los 
cromosomas de la especie Homo sapiens 
Familia FAST Localización en los cromosomas humanos 
FAST 7q35 
FASTKD1 2q31 
FASTKD2 2q33.3 
FASTKD3 5p15.31 
FASTKD4 7p13 
FASTKD5 20p13 
 
Las funciones biológicas y los mecanismos moleculares de cada miembro de la familia 
FAST se están describiendo y estudiando activamente en estos últimos años, las cuales 
detallaremos a continuación.  
FAST 
 
FAST es una proteína multifuncional localizada en el núcleo celular, el citoplasma y las 
mitocondrias (76), (77), (78); además de ser la más estudiada de esta nueva familia. Las 
primeras descripciones se hicieron hacen unos 20 años aunque los hallazgos mas 
significativos han sido descritos recientemente y abarcan diferentes funciones 
intracelulares.  
 
En el citoplasma, FAST se localiza en los gránulos de estrés y se encarga de modular la 
traducción de proteínas (75) mediante su interacción con el represor intracelular de células 
T (TIA-1). TIA-1 inhibe la producción de mediadores proinflamatorios que incluyen TNF, 
IL1B, IL6, ciclooxigenasa 2 y metaloproteinasa 13. Mediante la inhibición de la actividad 
de TIA-1, FAST promueve la traducción de estos mediadores (ver figura 16). Por tanto, 
FAST y TIA-1 tienen funciones antagónicas que ayudan a determinar si las células viven o 
mueren.  
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Figura 16: Esquema representativo de la función de FAST en los gránulos de estrés 
citoplasmáticos. 
 
FAST y TIA-1 están también en el núcleo celular donde regulan el splicing alternativo de 
exones flanqueados por secuencias de reconocimiento con empalme débil. FAST 
promueve la inclusión del exón 6 del mRNA del receptor Fas/CD95. El transcrito de Fas 
que incluye el exón 6 da lugar a un receptor transmembrana que promueve la apoptosis, 
mientras que el transcrito sin el exón 6 a un receptor soluble que inhibe la apoptosis (ver 
figura 17) (79). 
 
También se ha descrito que FAST promueve la inclusión del exon IIIb en el mRNA del 
receptor del factor de crecimiento de fibroblastos 2 (FGFR2). FGFR2 se puede producir a 
partir de dos transcritos que incluyen uno de los dos exones adyacentes y mutuamente 
excluyentes (IIIb o IIIc) que codifican receptores con distintas propiedades de unión a 
ligando. La variante FGFR2 IIIb es un receptor que participa en el mantenimiento del 
crecimiento y diferenciación de las células epiteliales sensible a andrógenos. La variante 
FGFR2 IIIc es crítica para la organogénesis y la progresión del cáncer de próstata. La 
inclusión del exón IIIb depende de un potenciador intrónico del empalme rico en uridina 
llamado IAS1 localizado inmediatamente después del exón IIIb. FAST no se une 
directamente a IAS1, sin embargo, permite a U1-snRNP unirse en el sitio de empalme 5’ 
al interactuar con otros factores de unión de IAS1. De hecho, se ha encontrado que los 
últimos 188 aminoácidos de la proteína FAST son absolutamente necesarios para la 
inclusión del exón IIIb en el transcrito de FGFR2. Además, FAST se une a otros 
reguladores de splicing como son: HNRNPK, KHDRBS1, TIAL1 y SF3B4 (SAP49) como 
se observa en la figura 17 (78). 
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Figura 17: Esquema representativo de la participación de FAST en el núcleo para 
regular el splicing alternativo. 
 
Recientemente se ha descrito la importancia de la proteína FAST en la respuesta inmune 
innata. Para ello, se generaron ratones modificados genéticamente que carecen del gen que 
codifica FAST (FAST KO) como se explica en material y métodos. 
 
FAST esta sobreexpresado en células mononucleares de sangre periférica de pacientes con 
atopia, asma, diabetes tipo I, esclerosis múltiple, artritis reumatoide y lupus eritematoso 
sistémico (80-81). Para comprender el papel de FAST en estas patologías se eligió el 
modelo de inflamación pulmonar alérgica en ratones porque utiliza un alérgeno 
clínicamente relevante con adyuvantes endógenos que rompen la tolerancia de la barrera 
mucosa. Este protocolo da como resultado una inflamación de las vías aéreas asociadas a 
respuestas TH2 caracterizada por la presencia de linfocitosis, eosinofilia, neutrofilia e 
hiperplasia de células caliciformes a nivel broncovascular. Los ratones WT y FAST KO 
fueron expuestos al extracto de polvo de ácaros comunes (HDM) intranasal. Se observó 
que FAST no modula la inducción de respuestas TH2 ni la inflamación alérgica de las vías 
respiratorias; sin embargo es necesario para el reclutamiento de los neutrófilos en los 
pulmones inflamados (77). 
 
También se utilizó un modelo de daño pulmonar agudo inducido por LPS en ratones WT y 
FAST KO; donde se observa que la inflamación pulmonar fue significativamente menor en 
los ratones FAST KO en comparación con los ratones WT, con gran reducción en el 
número de neutrófilos en el lavado broncoalveolar como se observa en la figura 18-A y 
que se confirma con el análisis histológico del tejido pulmonar y espacios alveolares que se 
observan en las figuras 18-B. 
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Figura 18: Inflamación pulmonar en ratones WT y FAST KO tratados con LPS. (A) 
Número total de células (TCN) y de neutrófilos (NEU) en lavado broncoalveolar de ratones WT (barras 
negras) y FAST KO (barras blancas) tratados con LPS (n= 10 ratones por cada grupo). **p<0.01. (B) Imagen 
histológica de parenquima pulmonar y espacios alveolares en ratones WT y FAST KO tratados con LPS. Los 
neutrófilos fueron teñidos de rojo y detectados con el sustrato cloroacetato esterasa (magnificación de 340 del 
original). La barra de la escala es de 10 µm. Figura adaptada de Simarro, 2010. 
 
Esta reducción en el número de neutrófilos se debe a que FAST ejerce sus efectos 
proinflamatorios dentro del pulmón. Estos efectos proinflamatorios se observan cuando se 
cuantifican las citocinas TNF, IL6 e IL23A, las quimiocinas CXCL2 y KC en el lavado 
broncoalveolar como se observa en la figura 19. Sin embargo, los neutrófilos WT y FAST 
KO no presentan diferencias en: A. el número absoluto y relativo en sangre periférica; B. 
actividad quimiotáctica hacia el tejido infectado; C. supervivencia y apoptosis en el tejido 
infectado y D. producción de ROS. Por tanto, estos efectos proinflamatorios dentro del 
pulmón se deben a otras células presentes en el tejido que a través de la generación de 
ratones quiméricos se planteó que sean células hematopoyéticas presentes en el tejido 
previo a la infección como son los macrófagos alveolares y las células dendríticas (77). 
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Figura 19: Niveles de citocinas y quimioatrayentes en el lavado broncoalveolar de 
ratones WT y FAST KO. Niveles de diferentes citocinas y quimioatrayentes en el lavado 
broncoalveolar de los ratones después de 20 horas de la instilación intranasal de LPS. Las barras negras 
representan a los ratones WT y las barras blancas representan a los ratones FAST KO. *p<0.05; **p<0.01; 
***p<0.001. Figura adaptada de Simarro, 2010. 
 
También en otro modelo murino de artritis se observó que se producía menos inflamación 
articular, erosión ósea y del cartílago en ratones KO comparado con ratones WT (ver 
figura 20). Es posible que FAST contribuya con la patogénesis de la artritis al inhibir a 
TIA-1 que induce la represión de citocinas proinflamatorias (ver figura 16) (82).  
 
Existen varios artículos que asocian la sobreexpresión o la baja expresión de FAST con 
diversos tumores malignos que comentamos a continuación: 
 
Cáncer de páncreas: El adenocarcinoma ductal maligno de páncreas que representa el 
90% de los tumores pancreáticos y el carcinoma mucinoso papilar intraductal presentan 
sobreexpresión de FAST en el análisis de inmunohistoquímica. Cuando se realiza el 
análisis de siRNAs con reducción de la expresión de FAST se observa que varios genes 
presentaron una disminución significativa en sus niveles de transcriptos como son: 
MAPK3, MAPK12, MAPK13, PLAU, MMP9, BCL-2, EGFR, el protooncogen MET, IL6 
y el antígeno carcinoembrionario (CEA), todos ellos conocidos por estar asociados con la 
agresividad clínica en el cáncer de páncreas (83). 
 
Cáncer epitelial de ovario: Cisplatino es un quimioterápico usado en el cáncer epitelial de 
ovario que interfiere con la mitosis celular favoreciendo la apoptosis. Algunas líneas 
celulares tumorales como OVCAR-3 y SKOV-3 son resistentes al cisplatino. Sin embargo, 
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se ha descrito recientemente que la línea celular SKOV-3 sobreexpresa FAST cuando se 
administra cisplatino aumentando la apoptosis celular por un mecanismo no descrito (84). 
 
 
Figura 20: Evaluación histológica de un modelo murino de artritis. Score histológico de 
inflamación sinovial. Las barras negras representan a los ratones WT y las barras blancas representan a los 
ratones FAST KO **p<0.01. Figura adaptada de Simarro, 2015.  
 
Astrocitoma: Los micro RNA (miRNAs) son cadenas de RNA endógenas no codificantes 
formadas por 19-24 nucleótidos los cuales modulan la expresión génica. Se ha descrito 
recientemente que el miR-106a-5p regula la expresión de FAST a través de un mecanismo 
postranscripcional y alterando la estabilidad de su mRNA. Pacientes con astrocitoma 
presentan bajos niveles de miR-106a-5p y ello favorece la sobreexpresión de FAST, el cual 
contribuye a un estado antiapoptótico en las células tumorales. El análisis de supervivencia 
de Kaplan Meier mostró que la baja expresión de miR-106a-5p y la elevada expresión de 
FAST se asocian con peor supervivencia en pacientes con astrocitoma (85). 
 
Un artículo bastante interesante sobre FAST sea el publicado por Loh y colaboradores 
donde describen que en un modelo de regeneración de neuronas dopaminergicas 
observaron que la ausencia de FAST incrementa la formación de neuritas, es decir, 
cualquier expansión del soma de una neurona, ya sea una dendrita o un axón en cultivos de 
células nerviosas inmaduras, ya que en estos cultivos es difícil distinguir el carácter de 
dendrita o axón de la proyección neuronal (86). 
 
Aunque lo publicado hasta ahora se refiere principalmente a las funciones biológicas de 
FAST, aún quedan por aclarar muchos aspectos.  
FASTKD1 
 
La expresión de mRNA de FASTKD1 en los tejidos humanos experimentados se observa 
principalmente en corazón, cerebro, testículo y tiroides (ver figura 15). Se ha descrito que 
en pacientes con cáncer de endometrio presentan sobreexpresión de FASTKD1 en el 
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análisis de microarray (87). También se ha asociado la expresión génica de FASTKD1 en 
leucemia linfoblástica aguda con peor pronóstico clínico (88). 
FASTKD2 
 
La expresión de mRNA de FASTKD2 en los tejidos humanos analizados se observa 
principalmente en tiroides, grasa parda, corazón y ovario. En tejidos de ratones es 
llamativa la expresión de FASTKD2 en testículo, grasa parda y corazón (ver figura 15). Se 
ha descrito recientemente en dos hermanos una encefalomiopatía que se caracteriza por 
presentar retraso en el desarrollo, hemiplejia, convulsiones y atrofia asimétrica del cerebro; 
cuya fisiopatogenia se asoció a un descenso de la actividad de la citocromo C oxidasa en 
músculo esquelético y a una mutación del gen KIAA0971 que codifica la proteína 
FASTKD2 que localizan en la membrana interna mitocondrial. La mutación hallada en 
estos hermanos es homocigota y consiste en el cambio del nucléotido citosina por timina 
en la posición 1246, que cambia el codón original CGA por un codón de terminación TGA, 
a diferencia de sus padres que eran heterocigotos. Este cambio de codón provoca la 
finalización prematura de la proteína FASTKD2, por lo que se pierden 278 residuos de 
aminoácidos carboxilo terminal que incluyen dos dominios transmembrana y los dominios 
FAST_1 y FAST_2 como se observa en la figura 21. La función de FASTKD2 no pudo 
ser aclarada pero se sugirió que participa en la regulación de la producción de energía en 
las mitocondrias (89). 
 
 
Figura 21: Características génicas de FASTKD2. (A) Análisis de la secuencia del exón 7 del 
gen KIAA0971 presentando el cambio en el c.1246C/T en los pacientes enfermos (homocigoto T), sus padres 
(heterocigotos C/T) y el control (homocigoto C).(B) Estructura esquemática de la proteína FASTKD2. TP 
indica el sitio de escisión; TM indica la ubicación de los dominios transmembrana. Una flecha roja indica la 
posición de la mutación R416X. 
 
Otras mutaciones sin sentido de FASTKD2 han sido identificadas en un grupo de pacientes 
con ataxias hereditarias. Las variantes heterocigotas de FASTKD2 se producen por las 
mutaciones en c.149A4G:p.Lys50Arg, el cual está altamente conservado; y en c.-66A4G 
que predice modificaciones en el splicing alternativo del exón 1 (90). 
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En otro artículo se describe que los genes proapoptóticos FASTKD2 y BNIP3L y los genes 
antiapoptóticos TNFAIP8 y BCL2L2 se encontraron sobreexpresados en subcultivos de 
células madre provenientes de cordón umbilical humano. Plantean que se produce un 
equilibrio en la expresión de estos genes que permite que las células madre sobrevivan en 
los subcultivos. Proponen que FASTKD2 puede desempeñar un papel en la regulación de 
la apoptosis vía mitocondrial (91). 
 
De modo similar, en otro artículo donde se realizan análisis de microarrays en líneas 
celulares de cáncer de mama detectan que el complejo DIF-1 reprime al gen FASTKD2, 
mediante inmunoprecipitación de la cromatina y así se previene la apoptosis de las células 
cancerígenas (92). Cuando DIF-1 es inactivado por NRIF3, se produce una desrepresión de 
FASTKD2 que provoca apoptosis aproximadamente unas 6-8 horas después de su 
expresión en células cancerígenas de cerebro y próstata (93).  
 
Aparte de los hallazgos en enfermedades cancerígenas, también se están encontrando 
hallazgos en enfermedades degenerativas del sistema nervioso central. El Alzheimer se 
caracteriza por déficits en las tasas metabólicas cerebrales de glucosa en el giro congulado 
posterior y precúneo, décadas antes de la aparición de los déficits cognitivos medibles. 
Teniendo en cuenta el papel de los astrocitos en el almacenamiento de energía y la 
inmunidad del cerebro, se caracterizó el transcriptoma de los astrocitos y se identificó que 
FASTKD2 está poco expresado en Alzheimer (94). Otro estudio genómico descubrió una 
nueva asociación de un polimorfismo en el gen de FASTKD2 (rs7594645-G) con un mejor 
rendimiento de la memoria. Este efecto neuro protector muestra un mayor volumen del 
hipocampo, mayor densidad de materia gris y disminución de los niveles de los mediadores 
de apoptosis  en el líquido cefalorraquídeo. Estos hallazgos plantean que FASTKD2 
participa en la modulación de la neurodegeneración y sugieren mecanismos potenciales 
para las terapias para combatir la pérdida de memoria en el envejecimiento cognitivo 
normal y la demencia (95-96). 
FASTKD3 
 
La expresión de mRNA de FASTKD3 en los tejidos humanos analizados se observa 
principalmente en hígado, tiroides, cerebro, bazo, testículo y ovario (ver figura 15). En el 
2010 se describió que FASTKD3 es una proteína mitocondrial esencial para la respiración 
celular, posiblemente a través de su interacción con proteínas implicadas en los complejos 
mitocondriales, sin alterar el ensamblaje de los supercomplejos mitocondriales (75).  
FASTKD4 
 
La expresión de mRNA de FASTKD4 en los tejidos humanos analizados se observa 
principalmente en grasa parda, corazón, testículo, cerebro e hígado (ver figura 15).Se ha 
descrito recientemente como FASTKD4 participa también en el funcionamiento génico 
mitocondrial (97). 
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FASTKD5 
 
La expresión de mRNA de FASTKD5 en los tejidos humanos analizados se observa 
principalmente en grasa parda y corazón (ver figura 15). FASTKD5 también participa del 
funcionamiento génico mitocondrial del RNA (98). 
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OBJETIVOS 
 
OBJETIVO GENERAL 
 
Determinar el impacto de FAST en la capacidad fagocítica y bactericida de los 
macrófagos. 
 
OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
1. Comparar la capacidad de fagocitar bacterias de los macrófagos procedentes de 
ratones silvestre y los ratones deficientes en FAST. 
2. Comparar la actividad bactericida de macrófagos procedentes de ratones silvestre y 
ratones deficientes en FAST. 
3. Estudiar los mecanismos moleculares responsables de las diferencias observadas. 
4. Evaluar si los resultados obtenidos en macrófagos de ratón son trasladables a los 
macrófagos humanos. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 
Animales 
 
Los ratones C57BL/6 silvestre (WT) y ratones C57BL/6 deficientes en la proteína FAST 
(KO) son alimentados y mantenidos en jaulas estériles (4-5 ratones por jaula) en una 
habitación del animalario de la Facultad de Medicina de Valladolid con un ciclo de 
luz/oscuridad estándar (12 horas luz/12 horas oscuridad). Los ratones utilizados en todos 
los experimentos fueron de 8 a 12 semanas de edad con un promedio de peso de 18-20 g. 
Todos los procedimientos se llevaron a cabo bajo una campana de flujo laminar usando las 
precauciones asépticas. El uso de los ratones para esta Tesis Doctoral fue revisado y 
aprobado por el Comité de Ética en Experimentación y Bienestar Animal (CEEBA) de la 
Universidad de Valladolid. 
Generación de ratones C57BL/6 deficientes en la proteína FAST 
 
Se generaron ratones modificados genéticamente que carecen del gen que codifica FAST 
(FAST knockout, FAST KO) como se observa en la figura 22. El gen de FAST contiene 
10 exones que abarcan 4,3 kb (ver figura 22-A). Se diseñó un vector dirigido para sustituir 
el gen FAST con un casete de expresión flanqueado por neo-loxP utilizando secuencias 
aisladas de las células derivadas del DNA genómico llamada W4/129S6 ES. Este vector se 
transfectó en las células W4/129S6 ES para seleccionar integrantes estables que se 
identificaron utilizando la técnica Southern blotting (ver Anexo A4-B) y PCR (ver Anexo 
A4-C). Los clones de células ES fueron inyectadas en los blastocistos de los ratones 
C57BL/6J (B6) para generar quimeras (ver figura 22-B). Después de la transmisión de la 
línea germinal se cruzaron con ratones hembras B6, luego la progenie resultante fueron 
criados con ratones transgénicos para eliminar el casete neo. Los ratones FAST KO se 
retrocruzaron con ratones B6 durante 12 generaciones. De los ratones FAST KO se 
prepararon fibroblastos para confirmar que no expresan mRNA de FAST (ver Anexo A4-
D) o proteínas (ver Anexo A4-E) (77). 
 
  
FAST Y FAGOCITOSIS BACTERIANA Página 69 
 
 
Figura 22: Generación de ratones FAST KO. (A) Estrategia génica utilizada. La elección 
correcta eliminó FAST, reemplazándolo con un casete flanqueado por neo-loxP. El casete se elimina 
mediante cruces con ratones EIIa-Cre. Los exones están indicados en cajas negras. E, Ecl 136II; H, HindIII; 
K, KpnI; N, NotI; neo, casete con el gen de resistencia a neomicina; SI, SacI; X, XhoI; ∆, sitio loxP. (B) 
Representación de los diferentes pasos para generar ratones FAST KO. Explicación en el texto.  
Genotipado de los ratones 
 
Se realizó el genotipado de los ratones C57BL/6 WT y ratones C57BL/6 FAST KO para 
confirmar su fenotipo (ver figura 23). Para ello se extrajo el DNA a partir de las colas de 
los ratones. Para la obtención de DNA genómico, las colas se incubaron en buffer de lisis 
(Tris 50 mM, NaCl 100 mM, EDTA 10 mM, SDS 0,5%) con proteinasa K (300 µg/ml) 
durante 1 hora a 56°C. El DNA se precipitó añadiendo al lisado 600 µl de etanol absoluto y 
20 µl de NaCl a 5M. Se incubó la mezcla durante 20 min a -20°C y se centrifugaron los 
viales a 15.000 rpm durante 20 minutos. Se retiró el sobrenadante y el DNA genómico 
precipitado se lavó con etanol al 70%. Se volvió a centrifugar y el pellet de DNA se 
resuspendió en un buffer Tris 10 mM, EDTA 1mM. El DNA se amplificó mediante 32 
ciclos de PCR de 15 s a 95°C, 30 s a 58°C y 60 s a 72°C. Los ratones se genotiparon con 
los oligonucleótidos: 
 WT sentido 5’ GTGAATGACCTCAGGCTTAAC 3’ y 
 WT antisentido 5’ AGAGAGCAGGATTCGAAGCAT 3’ para amplificar el alelo 
WT  
 KO sentido 5’ CTCGAGGTCGACGGTATCGATA 3’ y  
 KO antisentido 5’ AATCTTCACTGAGCGAGAAATG 3’ para amplificar el alelo 
FAST KO.  
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Figura 23: Genotipado de los ratones. Análisis de Northern de mRNA de DNA genómico de la 
cola de los ratones  WT y FAST KO. 
Cepas de Bacterias 
 
Se utilizaron tres cepas bacterianas (dos cepas de bacilos gram negativos y una cepa de 
cocos gram positivos). Escherichia coli DH5-α y BL21 provenían de Invitrogen (Life 
Technologies, Carlsbad, CA) y la cepa Staphylococcus aureus Cowan 1 provenía de la 
American Type Culture Collection (ATCC 12598). 
Obtención de macrófagos peritoneales 
 
Los animales fueron estimulados con 2 ml del medio tioglicolato de Brewer estéril al 3% 
por vía intraperitoneal. Cinco días después, fueron anestesiados con isoflurano y 
sacrificados por dislocación cervical. Se colectó el exudado de células por lavado de la 
cavidad peritoneal con 8 ml de medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) 
suplementado con 5% de suero fetal bovino (SFB) a 4ºC. El exudado obtenido se 
centrifugó a 1200 r.p.m. durante 5 minutos; el pellet se resuspendió en 20 ml de medio 
completo: RPMI con Glutamax I (Gibco) con SFB al 10%, 100U/ml de penicilina G, y 100 
μg/ml estreptomicina (Gibco).  
 
La viabilidad celular se evaluó por exclusión con azul de tripano (Sigma) y las células se 
contaron con una cámara de Neubauer utilizando un microscopio invertido Leica. La 
concentración celular se ajustó a 1x10
6
 macrófagos/ml. Sembramos los macrófagos a una 
densidad de 2x10
6 
macrófagos por pocillo suspendidas en 2 ml de medio completo en 
placas de 6 pocillos. Las células se incubaron a 37°C en atmósfera húmeda y 5% de CO2 
durante 24 horas antes de realizar los experimentos. 
Diferenciación de monocitos humanos a macrófagos 
 
La línea celular THP-1 procede de un varón de un año con leucemia monocítica aguda y 
las hemos empleado como modelo de monocitos humanos. Estas células presentan un 
comportamiento característico al ser activadas con 12-miristato 13-acetato de forbol 
(PMA) en virtud del cual adquieren características similares a los macrófagos: dejan de 
proliferar para producir citocinas proinflamatorias, se adhieren a las superficies de plástico 
de las placas de cultivo y son capaces de fagocitar microorganismos. 
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La línea celular THP-1 fue mantenida en el medio RPMI 1640 suplementado con 10% de 
SFB, GlutaMAX-1 y 2-mercaptoetanol (0.05 mM). Para diferenciar las células THP-1 a 
macrófagos, sembramos las células a una densidad de 250.000 células por pocillo 
suspendidas en 2 ml de medio completo con PMA a una concentración de 100 ng/ml (en 
placas de 6 pocillos). Las células se incubaron a 37°C en atmósfera húmeda y 5% de CO2 
durante 72 horas. 
Silenciamiento génico mediante RNA de interferencia 
 
En los últimos años, el RNA de interferencia se ha convertido en una herramienta 
altamente específica y de gran potencia para silenciar genes diana. Nosotros hemos 
utilizado la tecnología de RNA interferente pequeño (siRNA) para silenciar la expresión de 
FAST en macrófagos derivados de células THP-1. Los siRNAs fueron obtenidos de 
Ambion (actualmente absorbida por Invitrogen) y son de tipo Silencer Select. 
 
Los oligo Silencer Select representan una nueva generación de siRNAs diseñados por un 
nuevo algoritmo generado por Ambion que permite identificar las secuencias más potentes 
y asegurarse que son específicas para el gen diana. Además introduce modificaciones 
químicas (modificación lock nucleic acid, también llamada RNA inaccesible) que reducen 
los efectos secundarios de los siRNAs. 
 
Los siRNAs usados fueron los siguientes: 
 Control negativo catálogo 4390843 
 FAST#1 corresponde a un oligo Silencer Select validado con catálogo s21478 
proveniente de Ambion (Life Technologies Ltd, Paisley, UK). 
 FAST#2 corresponde a un oligo Silencer Select validado con catálogo s21479 
proveniente de Ambion (Life Technologies Ltd, Paisley, UK). 
 
Ambos siRNAs se han obtenido de forma liofilizada y anillada, y se han resuspendido en 
agua libre de RNasas a una concentración de 10 µM. Para la transfección de los siRNAs 
usamos los reactivos de Lipofectamine® 2000 de acuerdo con las instrucciones del 
fabricante. A continuación detallo el protocolo que hemos seguido: 
 
Material y reactivos: 
 “LipofectamineTM 2000 Transfection Reagent” de Invitrogen. 
 Medio Opti-MEM de Invitrogen sin antibióticos. 
 Suspensión de siRNA. 
 Medio de cultivo completo. 
 
Procedimiento: 
1. Transfectamos los macrófagos derivados de células THP-1 tras tratamiento con 
PMA. Las células THP-1 dejan de proliferar después del tratamiento con PMA por lo que 
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había una densidad aproximada de 250.000 células por pocillo (en placas de 6 pocillos) y 
las células estaban entre el 30-50% de confluencia, que es lo recomendado. 
2. Lavamos dos veces los pocillos con 2 ml de medio completo para eliminar PMA y 
finalmente dejamos 2 ml de medio completo en cada pocillo. El medio completo había sido 
previamente precalentado a 37° C. 
3. Diluimos 1,2 µl de cada siRNA con 200 µl de Opti-MEM. 
4. En otro tubo mezclamos 2,5 µl de Lipofectamina 2000 con 200 µl de Opti-MEM. 
Esperamos 5 minutos. 
5. Mezclamos el contenido de ambos tubos, agitamos y esperamos 20 minutos (no 
más de 30 minutos). 
6. Añadimos 400 µl de la mezcla a cada pocillo de placa de 6. La concentración final 
del siRNA en cada pocillo era de 5 nM. 
7. Homogeneizamos la suspensión moviendo la placa en cruz. 
8. Esperamos 48 horas antes de realizar los experimentos. 
Ensayo de Fagocitosis 
 
Para estudiar la capacidad fagocítica de los macrófagos de ratones WT y ratones KO, así 
como la de los macrófagos derivados de células THP-1 en los que se ha silenciado la 
expresión de FAST respecto a las células control, se utilizó la técnica de citometría de 
flujo. El citómetro de flujo es un aparato que permite caracterizar e incluso separar 
diferentes poblaciones celulares in vitro mediante el uso de anticuerpos monoclonales 
marcados con fluoresceína frente a los marcadores de superficie específicos. La citometría 
de flujo permite utilizar varios fluorocromos a la vez. Las células marcadas pasan a través 
de un haz de un láser que detecta su capacidad para dispersar la luz y la fluorescencia que 
emiten. Para los ensayos de fagocitosis se realizó el siguiente protocolo: 
 
Material y reactivos: 
 Cepas bacterianas de Escherichia coli DH5, Escherichia coli BL21 y 
Staphylococcus aureus Cowan 1 
 Medio Luria-Bertani (LB) 
 Medio RPMI 1640 
 Tampón fosfato salino (PBS) 
 Citómetro de flujo 
 
Procedimiento: 
Preparación de la suspensión bacteriana: 
1. Se tomaron colonias individuales de las cepas bacterianas de interés, pasándolas a 2 
ml de medio líquido LB, y se incubaron a 37º C en agitación (200 r.p.m.) durante 12 horas. 
2. Se leyó la absorbancia a 600 nm de una dilución del cultivo bacteriano. Una 
densidad óptica de 1 equivale aproximadamente a 10
9
 unidades formadoras de colonias 
(UFC)/ml. 
 
Inactivación y tinción de la cepa bacteriana: 
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1. Se transfirieron el equivalente a 10
9
 UFC de la cepa de interés en un tubo eppendorf 
de 1,5 ml estéril y se centrifugó la suspensión a 12000g durante 2 minutos a 4º C. Se 
eliminó el sobrenadante con ayuda de una pipeta dejando el pellet lo más seco posible y se 
resuspendieron las células en 1 ml de PBS. Centrifugamos de nuevo a 1.700 g durante 10 
minutos a 4º C. Se repitió este lavado dos veces y se resuspendieron las células 
nuevamente en 1 ml de PBS. 
2. Inactivamos las bacterias sometiéndolas a calor: 60 minutos a 80º C. 
3. Centrifugamos la suspensión de bacterias inactivadas a 12.000 g durante 2 minutos 
y eliminamos el sobrenadante con ayuda de una pipeta. 
4. Resuspendimos el pellet bacteriano en 1 ml de una solución FITC (Sigma-Aldrich, 
St. Louis, MO) a una concentración de 0,1 mg/ml en PBS y dejamos incubar a 37°C 
durante 30 minutos. 
5. Centrifugamos de nuevo a 12.000 g durante 2 minutos y resuspendimos el pellet 
bacteriano en 1 ml de PBS. Se repitió este lavado 3 veces y se resuspendieron las bacterias 
inactivadas en PBS  a una concentración de 1x10
10
/ml para el ensayo de fagocitosis. 
 
Se utilizaron también en los ensayos de fagocitosis cepas de Escherichia coli (DH5-α y 
BL21) genéticamente modificadas que expresan la proteína verde fluorescente (GFP) que 
se obtuvieron mediante la introducción de un plásmido basado en pUC que lleva un gen 
GFP (resistente a la ampicilina) en bacterias químicamente competentes.  
Ensayo de fagocitosis in vitro: 
1. Agregamos 2 ml de RPMI 1640 de una suspensión de bacterias inactivadas y 
teñidas con FITC ó cepas que expresan GFP, equivalente a 100 bacterias por macrófago, a 
los cultivos de macrófagos murinos y de macrófagos derivados de THP-1. Los pocillos se 
habían lavado previamente dos veces con RPMI 1640. 
2. Se incubaron a 37°C en atmósfera húmeda y 5% de CO2 durante 1 ó 2 horas.  
3. Lavamos 3 veces los pocillos con 2 ml de PBS a 4 ºC para eliminar las bacterias no 
ingeridas.  
4. A continuación añadimos 1 ml de una solución azul de tripano al 4% (0.2 mg/ml) 
(Sigma) durante 1 minuto a cada uno de los pocillos para eliminar la señal de bacterias 
teñidas con FITC adheridas al macrófago que no han sido ingeridas. 
5. Aspiramos la solución azul de tripano y lavamos 3 veces los pocillos con 2 ml de 
PBS para eliminar los restos de azul de tripano. 
6. Despegamos con un raspador las células adheridas al plástico de los pocillos, las 
transferimos a un tubo de plástico y las fijamos con paraformaldehído al 3.7% en PBS. 
7. Se realizó la lectura de los macrófagos en suspensión en el citómetro Gallios de 
Beckman Coulter. Las bacterias teñidas con FITC también se contaron en un microscopio 
de fluorescencia.  
 
Para cuantificar con más precisión las posibles diferencias calculamos el índice de 
fagocitosis (phagocytic index, PI) que tiene en cuenta no sólo el porcentaje de células 
fagocíticas sino la intensidad de fluorescencia de las células positivas para FL-1. La 
intensidad de fluorescencia estima el número de bacterias fagocitadas. El PI se calculó con 
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la siguiente fórmula: PI= % de células positivas x intensidad de fluorescencia de las células 
positivas. Las bolas de látex marcadas con fluoresceína se utilizaron como control de 
ingesta de partículas inertes. La fagocitosis también se comprobó mediante microscopía de 
fluorescencia. 
Ensayo de fagocitosis in vivo: 
1. Inyectamos a los ratones por vía intraperitoneal con 8x10
8
 bacterias de Escherichia 
coli DH5-α teñidas con FITC. 
2. Sacrificamos los ratones una hora después de la inyección intraperitoneal y se 
recolectaron muestras de lavado peritoneal.  
3. Centrifugamos las muestras de lavado peritoneal, descartamos el sobrenadante y 
nos quedamos con las células peritoneales.  
4. Lavamos 3 veces con 2 ml de PBS a 4 ºC para eliminar las bacterias no ingeridas. A 
continuación añadimos 1 ml de una solución azul de tripano al 4% (0.2 mg/ml) (Sigma) 
durante 1 minuto para eliminar la señal de bacterias teñidas con FITC adheridas al 
macrófago que no han sido ingeridas. 
5. Aspiramos la solución azul de tripano y lavamos 3 veces los pocillos con 2 ml de 
PBS para eliminar los restos de azul de tripano. 
6. Fijamos  los macrófagos con paraformaldehído al 3.7% en PBS. 
7. Se realizó la lectura de los macrófagos en el citómetro Gallios de Beckman Coulter 
en el Servicio de Citometría de Flujo del Instituto de Biología y Genética Molecular. Los 
datos fueron analizados usando el software FlowJo (Tree Star, Ashland, OR). La 
intensidad de la fluorescencia se expresó en escala logarítmica.   
 
Para cuantificar con más precisión las posibles diferencias calculamos el índice de 
fagocitosis que tiene en cuenta no sólo el porcentaje de células fagocíticas sino la 
intensidad de fluorescencia de las células positivas para FL-1. La intensidad de 
fluorescencia estima el número de bacterias fagocitadas. El PI se calculó con la siguiente 
fórmula: PI= % de células positivas x intensidad de fluorescencia de las células positivas. 
Las bolas de látex marcadas con fluoresceína se utilizaron como control de ingesta de 
partículas inertes. La fagocitosis también se comprobó mediante microscopía de 
fluorescencia. 
Ensayo de Protección con Gentamicina 
 
La actividad bactericida de los macrófagos la estudiamos usando el ensayo de protección 
con gentamicina.  
1. Cultivamos macrófagos inducidos por tioglicolato en placas de 24 pocillos a una 
concentración de 5x10
5
/pocillo, en triplicado por cada condición y tiempo. 
2. Incubamos los macrófagos con las bacterias a razón de 10:1 (bacteria:macrófago) 
durante una hora a 37 ºC para permitir la fagocitosis.  
3. Después de la primera hora, añadimos gentamicina a una concentración de 100 
g/ml para matar las bacterias extracelulares durante una hora.  
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4. A las dos horas reemplazamos el medio celular por otro medio fresco que contenía 
gentamicina a una concentración de 10 g/ml. 
5. A las 2, 6 y 24 horas pos-infección, los macrófagos los lavamos con PBS y los 
lisamos con 1 ml de agua estéril durante 15 minutos a temperatura ambiente.  
6. Cultivamos en agar Lennox-Bertani varias diluciones de la lisis celular e incubamos 
a 37 ºC durante 24 horas.  
7. Contabilizamos las colonias crecidas al finalizar la incubación. 
 
Los recuentos bacterianos en los puntos tempranos del ensayo (2 horas) reflejan capacidad 
fagocítica. Los recuentos bacterianos en los tiempos 6 y 24 horas reflejan capacidad 
bactericida.  
Ensayo de madurez celular 
 
Se comparó la madurez celular de los macrófagos peritoneales de ratones WT y KO. Los 
macrófagos fueron teñidos con los siguientes anticuerpos conjugados que se muestran en la 
tabla 6:  
 
Tabla 6: Anticuerpos conjugados utilizados en el ensayo de madurez celular. 
Provenientes de BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ 
FITC-conjugado anti-CD80 (16-10A1) FITC-conjugado anti-CD86 (GL1) 
FITC-conjugado anti-CD40 (3/23) FITC-conjugado anti-CD38 (90/CD38) 
FITC-conjugado anti-CD14 (rmC5-3) FITC-conjugado anti-CD206 (19.2) 
APC-conjugado CD11b (M1/70) Phycoerythrin (PE)-conjugado anti-rat Ig 
  
Proveniente de AbDSerotec, Kidlington, UK 
(PE)-conjugado F4/80 (Cl:A3-1,)   
  
Provenientes de Thermo Scientific Pierce, Hampton, NH 
anti- TLR2 (6C2) anti-TLR4 (MTS510) 
 
Se realizó la lectura de los macrófagos en un citómetro Gallios de Beckman Coulter. Los 
datos fueron analizados usando el software FlowJo (Tree Star, Ashland, OR). La 
intensidad de la fluorescencia se expresó en escala logarítmica. El número de células 
presentes en cada muestra depende de la subpoblación estudiada, aunque al menos 10000 
células fueron analizadas.  
Ensayo de Producción de ROS 
 
La producción de ROS se midió usando el reactivo fluorescente dihidroetidium (DHE; 
Sigma-Aldrich). Las células fueron teñidas con 2 microM de DHE durante 15 minutos a 
37ºC antes de los ensayos de fagocitosis.  
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Se realizó la lectura de los macrófagos en el citómetro Gallios de Beckman Coulter en el 
Servicio de Citometría de Flujo del Instituto de Biología y Genética Molecular. Los datos 
fueron analizados usando el software FlowJo (Tree Star, Ashland, OR). La intensidad de la 
fluorescencia se expresó en escala logarítmica. El número de células presentes en cada 
muestra depende de la subpoblación estudiada, aunque al menos 10000 células fueron 
analizadas. 
Evaluación por real time PCR del silenciamiento de FAST mediante siRNA 
 
Se utilizó la técnica de PCR a tiempo real para cuantificar la cantidad que se expresó de un 
determinado mRNA en la célula en un momento concreto. Brevemente, la técnica consiste 
en amplificar una secuencia específica del mRNA que se quiere valorar y hacer un 
seguimiento a tiempo real de la amplificación. Esto se consigue, retrotranscribiendo el 
mRNA de la célula a cDNA previamente a la PCR, y durante ésta, hacer un seguimiento de 
la reacción midiendo la fluorescencia emitida, que se obtiene al incorporar reactivos a la 
mezcla de la reacción que se unen específicamente a la secuencia amplificada (sondas) o 
bien cuando se intercalan en el DNA de doble cadena (SYBR-Green). 
 
La cuantificación puede ser absoluta o relativa. En la primera se determina el número de 
copias del mRNA valorado, usando como recta patrón un DNA que contiene el fragmento 
de DNA amplificado a diferentes concentraciones. En la segunda se determina la expresión 
del RNA valorado en relación a un RNA constitutivo cuya expresión no varía en las 
condiciones experimentales. En esta tesis Doctoral, las cuantificaciones que se han 
realizado son relativas, se han referido a la expresión de los genes 18S y -actina, y se han 
realizado usando el sistema SYBR Green. Seleccionamos estos genes normalizadores tras 
aplicar la funcion applet de GeNORM a un conjunto extenso de genes constitutivos. El 
análisis se realizó con el método del 2-∆∆Ct. 
 
Material y reactivos: 
 TRIzol (Invitrogen) 
 Nanodrop (Thermo Scientific) 
 Kit de retrotranscripción (BioRad) 
 Mezcla SYBR Green (Applied Biosystems) 
 Aparato Lightcycler 480 (Roche) 
 
Procedimiento: 
Extracción de RNA: 
1. Usamos TRIzol para la extracción de RNA según las instrucciones del producto. 
2. Añadimos 1 ml de TRIzol por cada 5x10
5
 células y pipeteamos la muestra. 
3. Incubamos la muestra homogeneizada durante 5 minutos a temperatura ambiente 
para permitir la disociación completa de los complejos nucleoproteicos.  
4.  Añadimos 0,2 ml de cloroformo por cada ml de TRIzol. Agitamos los tubos 
vigorosamente durante 15 segundos y los incubamos a temperatura ambiente durante 2 o 3 
minutos.  
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5. Centrifugamos las muestras a 12.000 g durante 15 minutos a 4º C. Las muestras se 
separan en dos fases donde el RNA se encuentra en la fase superior o acuosa. 
6. Transferimos la fase acuosa a un tubo nuevo. Precipitamos el RNA de la fase 
acuosa mezclándola con isopropanol. Se incubaron las muestras a temperatura ambiente 
durante 10 minutos y centrifugamos a 12.000 g durante 10 minutos a 4º C. El precipitado 
de RNA, generalmente invisible, forma un pellet en el fondo del tubo.  
7. Quitamos el sobrenadante con ayuda de una pipeta. Lavamos el pellet con etanol al 
75% añadiendo al menos 1 ml por cada ml de TRIzol usado. Mezclamos la muestra en el 
vórtex y centrifugamos a 7.500 g durante 5 minutos a 4º C. 
8. Secamos brevemente el pellet de RNA (al aire por 5-10 minutos). Disolvemos las 
muestras de RNA en agua libre de DNasas y RNasas.  
9. El RNA se cuantificó utilizando el Nanodrop a una absorbancia de 260 nm. Un 
valor de OD260=1 es equivalente a 40 µg/ml de RNA. 
 
Obtención de cDNA a partir de RNA: 
Nosotros utilizamos un kit de BioRad que incluye una mezcla de cebadores inespecíficos: 
oligonucleótidos polidT que hibrida con las secuencias poliA de los mRNAs y 
oligonucleótidos degenerados que idealmente permiten la retrotranscripción de todo el 
RNA. Procedimos según las instrucciones del producto: 
 
1. En un tubo de PCR mezclamos:  
 0,5 g de RNA total  
 4 l de un buffer 5x que incluye los oligonucleótidos cebadores  
 1 l de retrotranscriptasa  
 H2O hasta completar 10 l 
 
2. A continuación realizamos la síntesis de cDNA en dos etapas: 
 5 minutos a 25º C 
 30 minutos a 42º C 
 Finalmente 5 minutos a 85º C para inactivar la retrotranscriptasa. 
 
Amplificación y detección de DNA mediante PCR a tiempo real: 
El diseño y elección de unos correctos cebadores (oligos/primers) para amplificar los genes 
que queríamos valorar es fundamental para una eficiente cuantificación de su expresión 
mediante PCR a tiempo real usando el reactivo SYBR Green. Para el diseño de cebadores 
hemos usado el programa “PrimerQuest” del paquete “SciTools” de “Integrated DNA 
Technologies”. Estas son las secuencias de los cebadores usados: 
 
 FAST sentido: 5’ CAGCAGCAAGGTGGTACAGA 3’ 
 FAST antisentido: 5’ CGACGCACAATCAGAGCATG 3’ 
 18S sentido: 5’ TCAACTTTCGATGGTAGTCGCCGT 3’ 
 18S antisentido: 5’ TCCTTGGATGTGGTAGCCGTTTCT 3’ 
 Beta actina sentido: 5’ ACCAACTGGGACGACATGGAGAAA 3’ 
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 Beta actina antisentido: 5’ TAGCACAGCCTGGATAGCAACGTA 3’ 
 
Usamos la mezcla de SYBR Green siguiendo las instrucciones del producto: las 
amplificaciones se hicieron en un volumen final de 25 l por pocillo de placa de 96 
pocillos: 
 5 l del cDNA a una concentración final en el pocillo de 10 ng de equivalentes de 
RNA/l 
 12,5 l de una mezcla de SYBR Green (2x) 
 1 l de una mezcla de cebadores sentido y antisentido (cada uno a una 
concentración de 10 pmol/l) 
 H2O hasta completar 25 l 
 
La PCR se realizó bajo las siguientes condiciones: 
 1 ciclo de 10 minutos a 95º C 
 40 ciclos de: 
o 15 segundos a 95º C 
o 30 segundos a 60º C 
o 40 segundos a 72º C 
 
Una vez finalizada la amplificación se realizaron las curvas de fusión para cada pocillo 
para descartar amplificaciones inespecíficas o formación de dímeros de cebadores. 
Evaluación por Western blot del silenciamiento de FAST mediante siRNA 
 
El análisis Western blot permite la identificación de una proteína separada por 
electroforesis mediante un anticuerpo que la reconoce específicamente. 
 
En primer lugar se obtuvieron extractos proteicos y los separamos en un gel de 
poliacrilamida con dodecilsulfato sódico (SDS-PAGE). Después se transfirieron las 
proteínas desde el gel a una membrana de nitrocelulosa de manera que quedaron 
inmovilizadas. Una vez transferidas, esta membrana se incubó con el anticuerpo primario 
específico para FAST y su presencia se reveló con un segundo anticuerpo conjugado a 
peroxidasa que, en presencia de sustrato, generó un producto luminiscente. 
 
Obtención de extractos proteicos 
Material y reactivos: 
 Tampón de lisis RIPA: NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, Tris-HCl 20 mM pH 7,4, 
SDS al 0,1%, ácido deoxicólico al 1%, Nonidet P-40 al 1%, inhibidores de proteasa 
(cóctel de inhibidores de proteasas de Sigma) 
 
Procedimiento: 
1. Partimos de macrófagos derivados de células THP-1 adheridos al plástico de 
pocillos de placas de cultivo de 6 pocillos. Lavamos cada pocillo dos veces con PBS. 
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2. Recogimos las células con la ayuda de una rasqueta y las transferimos a un tubo 
eppendorf en hielo. Centrifugamos y resuspendimos el pellet celular en 100 l de solución 
de lisis RIPA por cada 2,5x10
5 
células. 
3. Dejamos que se complete la homogeneización de la muestra, dejando los tubos en 
hielo durante 30 minutos. 
4. Centrifugamos los eppendorf durante 30 minutos a 4º C a máxima velocidad en una 
centrífuga de mesa. 
5. Recogimos el sobrenadante que contenía las proteínas solubilizadas en otro tubo 
limpio y descartamos la fracción no solubilizada que está en el pellet. 
6. Congelamos las muestras a -80º C hasta su uso. 
 
Electroforesis en gel de poliacrilamida sds-page 
Material y reactivos: 
 Tampón de carga Laemmli x4 (LSB x4): Tris-HCl (pH 6,8) 200 mM, 
dodecilsulfato sódico (SDS) al 8%, glicerol al 40%, azul de bromofenol al 4%, 
ditiotreitol a 100 mM. 
 Solución acrilamida-bisacrilamida (30%-0,8%) 
 Gel concentrador o stacking gel: acrilamida/bisacrilamida al 3,3%, Tris-HCl (pH 
6,8) 125 mM, SDS a 0,1%, persulfato amónico (APS) a 0,1%, TEMED a 6,6 mM. 
 Gel separador o running gel: acrilamida/bisacrilamida al 10%, Tris-HCl (pH 8,8) 
375 mM, SDS a 0,1%, APS a 0,1%, TEMED a 2,2 mM. 
 Tampón de electroforesis: Tris-Base 25 mM, Glicina 250 mM, SDS al 0,1%. 
 Marcador de tamaño molecular preteñido (Fisher Scientific). 
 Miniprotean (BioRad). 
 
Procedimiento: 
1. Polimerización de los geles: Montamos los vidrios del sistema de electroforesis 
según las instrucciones del fabricante. Preparamos el gel separador y se vertió entre los 
vidrios. Depositamos una capa de isopropanol para nivelar el gel separador. Una vez 
polimerizado el gel separador, se decantó el isopropanol y se añadió el gel concentrador. 
Inmediatamente se sumergió el peine y se dejó que polimerice a temperatura ambiente. 
2. Preparación de las muestras: en un tubo eppendorf se depositaron 15 l del lisado 
celular (equivalente a 40.000 células) y 5 l de LSB x4. Se mezclaron y se hirvieron las 
muestras a 95º C durante 5 minutos y se centrifugaron a 12.000 g durante 30 segundos a 
temperatura ambiente. 
3. Electroforesis: Cargamos las muestras y los marcadores en el gel. Fijamos el voltaje 
a 150 V y se corrió durante 1 hora a temperatura ambiente. A continuación el gel se 
transfirió a una membrana de nitrocelulosa para análisis por Western blot. 
 
Análisis Western blot 
Material y reactivos: 
 Tampón de transferencia: Tris-base a 25 mM, Glicina a 192 mM, Metanol al 10%. 
 Membrana de nitrocelulosa (BioRad). 
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 Papel Whatmann 3MM. 
 Mini-Protean TransBlot Cell (BioRad). 
 Solución de bloqueo y de incubación para los anticuerpos primario y secundario: 
Tris base 20 mM, NaCl 150 mM, suero de caballo normal al 5%. 
 Tampón de lavado: Tris base a 20 mM, NaCl a 150 mM, Tween-20 a 0,1% (pH 
7,6). 
 Anticuerpo primario: policlonal de cabra contra FAST (Santa Cruz, sc 1820) y 
anticuerpo monoclonal de ratón frente a  actina (Sigma). 
 Anticuerpo secundario: policlonal de burro contra anticuerpo de cabra acoplado a 
peroxidasa de rábano picante (HRP) (Santa Cruz). 
 Reactivo ECL: este reactivo permite la detección de anticuerpos conjugados con 
HRP debido a que la peroxidasa cataliza una reacción química que produce un 
sustrato luminiscente (Amersham). 
 Películas de revelado. 
 
Procedimiento: 
Transferencia: 
1. Después de la electroforesis descartamos el gel concentrador y el gel separador se 
sumergió en el tampón de transferencia. 
2. Preparamos una bandeja que contenía 500 ml de tampón de transferencia en la que 
se hizó el montaje. Sobre la parte negra colocamos por este orden: esponja, un papel 
Whatmann, el gel, la membrana de nitrocelulosa, un papel Whatmann y una esponja. 
3. Cerramos el soporte y se colocó en una cubeta de transferencia orientando la parte 
negra del soporte hacia el polo negativo de manera que las proteínas migren del gel a la 
membrana al desplazarse hacia el polo positivo. 
4. Llenamos la cubeta de tampón de transferencia y aplicamos una corriente constante 
de 100 V durante 1 hora. Una vez acabada la transferencia desmontamos el sistema y se 
separó la membrana. 
 
Inmunodetección: 
1. Preincubamos la membrana con la solución de bloqueo durante 1 hora a 
temperatura ambiente o durante 12 horas a 4º C. 
2. A continuación incubamos la membrana con el anticuerpo primario diluido 
(1:1000) en solución de bloqueo durante 1 hora a temperatura ambiente con agitación 
orbital. Posteriormente se hicieron tres lavados de 10 minutos cada uno con tampón de 
lavado. 
3. Después incubamos la membrana con el anticuerpo secundario conjugado con HRP 
diluido (1:5000) en solución de bloqueo durante 1 hora a temperatura ambiente con 
agitación orbital. Tras la incubación, se hicieron tres lavados de 10 minutos cada uno con 
tampón de lavado. 
4. Se eliminaron los restos de tampón de lavado y se añadió 4 ml de reactivo de ECL. 
Después de un minuto se limpiaron los restos del reactivo ECL y las proteínas se 
detectaron con una exposición a un film autorradiográfico. 
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Análisis estadístico y gráficos 
 
Los resultados se presentaron como medias ± error estándar de la media de, como mínimo, 
tres experimentos independientes. El análisis estadístico se realizó mediante el test t de 
Student utilizando el Software Microsoft Office Excel 2010. También se utilizó Microsoft 
Office Excel 2010 para analizar los resultados de la PCR a tiempo real. Los valores se 
consideraron significativos cuando p < 0,05. 
 
* valor p< 0,05 
** valor p< 0,01 
*** valor p< 0,001 
 
Los gráficos fueron realizados usando el software GraphPad Prisma 5, Adobe Photoshop 
6.0 y Adobe Illustrator CS3. 
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RESULTADOS 
Ausencia de FAST provoca incremento de la fagocitosis en macrófagos peritoneales. 
 
El primer paso fue determinar si la ausencia de FAST tiene impacto en la capacidad 
fagocítica de los macrófagos. Para probarlo, expusimos macrófagos peritoneales WT y 
KO, activados con tioglicolato, a las bacterias Escherichia coli (DH5-α y BL21) y 
Staphylococcus aureus Cowan 1 marcadas con fluoresceína. La fagocitosis se midió por 
citometría de flujo y se comparó con partículas inertes de latex marcadas con fluoresceína.  
 
Como se muestra en la figura 24-A, el análisis revela que el porcentaje de fagocitosis de 
ambas cepas de Escherichia coli  fue más alto en macrófagos KO que en macrófagos WT. 
Sin embargo, no hubo diferencias significativas en la actividad fagocítica frente a 
Staphylococcus aureus y partículas de latex marcadas con FITC entre macrófagos WT y 
macrófagos KO. 
 
 
Figura 24: Fagocitosis de Escherichia coli DH5-α, Escherichia coli BL21, 
Staphylococcus aureus Cowan 1 y partículas de latex en macrófagos WT y KO. (A) 
Citometría de flujo de la fagocitosis. Los datos son representativos de 6 experimentos independientes. Se 
representaron los macrófagos incubados con bacterias teñidas con FITC o partículas de latex teñidas con 
FITC con un histograma coloreado de gris y los macrófagos no tratados con una línea negra sin  relleno. (B) 
El índice fagocítico (PI) fue calculado multiplicando el porcentaje de macrófagos positivos con la media de 
intensidad de fluorescencia de los macrófagos positivos. Las barras blancas representan a los ratones WT y 
las barras negras representan a los ratones KO. Se representa la media ± SEM (fueron 6 experimentos 
independientes). El PI fue normalizado con un control, que consistió en fijar al 100% los promedios de los 
ratones WT.*p< 0.05, ** p< 0.01 and *** p< 0.001. 
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Figura 25: Fagocitosis de Escherichia coli DH5-α y Staphylococcus aureus Cowan 1 en 
macrófagos WT y KO. Imágenes representativas que ilustran la fagocitosis de Escherichia coli DH5-α 
teñida con FITC (A) ó Staphylococcus aureus Cowan 1 teñida con FITC (B) por los macrófagos WT y KO. 
Las imágenes individuales y combinadas están presentadas a un aumento de 40x. El PI está representado en 
los paneles de la derecha. El PI fue calculado multiplicando el porcentaje de macrófagos que contienen al 
menos una bacteria con la media del número de bacterias dentro de los macrófagos. Las barras blancas 
representan a los ratones WT y las barras negras a los ratones KO. Se representa la media ± SEM de 3 
experimentos independientes. El PI fue normalizado con un control de los promedios de los ratones WT. *p< 
0.05. 
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Después, calculamos el índice normalizado de fagocitosis (PI), el cual es un promedio de 
los porcentajes de las células fagocíticas y la intensidad de fluorescencia de las células 
positivas, para cuantificar con más precisión las diferencias. El PI de los macrófagos KO y 
WT presentan diferencias significativas como se muestra en la figura 24-B. El PI de 
Escherichia coli DH5-α fue significativamente mayor en macrófagos KO comparado con 
WT (154 ± 21% versus 100%, p<0.01). De forma similar, el PI de Escherichia coli BL21 
estaba incrementado en macrófagos KO comparado con WT (144 ± 8% versus 100%, 
p<0.05). El PI para Staphylococcus aureus Cowan 1 fue ligeramente superior en 
macrófagos KO comparado con WT (115 ± 9% versus 100%, p=0,343). EL PI de las 
partículas de latex fue similar en ambos grupos de macrófagos.  
 
También cuantificamos la fagocitosis de bacterias marcadas con FITC a través de la 
observación en un microscopio de fluorescencia como se muestra en la figura 25. El PI de 
Escherichia coli DH5-α estaba incrementado en macrófagos KO comparado con WT a las 
2 horas (162 ± 15% versus 100%, p=0,035). Nuevamente, el PI de Staphylococcus aureus 
Cowan 1 fue ligeramente superior en macrófagos KO comparado con WT (113 ± 9% 
versus 100%, p= 0,365) aunque sin significación estadística. 
La actividad bactericida de los macrófagos es independiente de FAST 
 
A raíz de los hallazgos experimentales previos, nos propusimos estudiar la actividad 
bactericida de los macrófagos KO usando el ensayo de protección con gentamicina. Como 
se muestra en la figura 26-A a las 6 y 24 horas post-infección, el número de bacterias 
supervivientes fue similar en macrófagos KO y WT. Estos datos demuestran que la 
actividad bactericida no está alterada en macrófagos KO.  
 
En contraste con esto, a las 2 horas post-infección, el número de bacterias Escherichia coli 
(DH5-α y BL21) que sobreviven al ensayo de protección con gentamicina fue más elevado 
en macrófagos KO comparado con macrófagos WT en Escherichia coli DH5-α (2805 ± 
373 C.F.U./well versus 1495 ± 121 C.F.U./well, p= 0,016) y Escherichia coli BL21 (2315 
± 335 C.F.U./well versus 1543 ± 96 C.F.U./well, p<0.05). El número de colonias de 
Staphylococcus aureus vivos fue ligeramente superior pero no estadísticamente 
significativo en macrófagos KO comparado con macrófagos WT (157134 ± 18291 
C.F.U./well versus 124248 ± 24078 C.F.U./well, p= 0,296). Estos hallazgos obtenidos 
sobre el número de bacterias vivas a las dos horas del ensayo de protección con 
gentamicina se correlacionan bien con la capacidad fagocítica.  
 
La actividad bactericida a las 24 horas fue corroborada al medir la producción de radicales 
de oxígeno (ROS) en macrófagos WT y KO cuando se expusieron a Escherichia coli DH5-
α. Como se muestra en la figura 26-B, la producción de ROS que se midió con el 
promedio de la fluorescencia, fue similar en ambos grupos de macrófagos. De forma 
similar no se observaron diferencias significativas en los niveles basales de ROS entre 
ambos grupos de macrófagos. Estos hallazgos indican que la capacidad intracelular de 
matar las bacterias gram negativas es independiente de la presencia de FAST. 
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Figura 26: Supervivencia de Escherichia coli DH5-α, Escherichia coli BL21 y 
Staphylococcus aureus Cowan 1 dentro de los macrófagos KO y WT. (A) La actividad 
bactericida se midió utilizando el ensayo de protección con gentamicina. Se representó el número de 
UFC/campo (x10
2
) de Escherichia coli DH5-α, Escherichia coli BL21 y el número de UFC/campo (x104) de 
Staphylococcus aureus Cowan 1 recuperadas a las 2, 6 y 24 horas post-infección. Las barras blancas 
representan a los ratones WT y las barras negras a los ratones KO. Se representa la media ± SEM de más de 6 
experimentos independientes. *p< 0.05 y *** p< 0.001. (B) La producción de ROS se midió por citometría 
de flujo utilizando el tinte dihidroetidium. Los datos son representativos de 3 experimentos independientes. 
Los macrófagos no tratados se representan con una línea negra sin  relleno y los macrófagos infectados con 
las bacterias teñidas con FITC se representan con un histograma coloreado de gris. 
Los macrófagos KO tienen aumentado el contenido de la proteína F-actina durante la 
fagocitosis 
 
Para comenzar a identificar como FAST afecta la fagocitosis de los macrófagos, nosotros 
examinamos el contenido de F-actina, la expresión de TLR2, TLR4 y los marcadores de 
superficie de maduración celular como son: CD11b, CD80, CD86, CD40, CD38, CD14 y 
CD206. Una posible explicación se basaba en que la ausencia de FAST podía incrementar 
la expresión de TLR y con ello facilitar la interacción de estos receptores celulares con los 
antígenos bacterianos aumentando la fagocitosis celular. 
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Figura 27: Citometría de flujo de la expresión de TLR2, TLR4 y el contenido de F-
actina. (A) Los macrófagos peritoneales de ratones WT y KO fueron analizados por citometría de flujo 
para evaluar la expresión de TLR2 y TLR4 en macrófagos F4/80+. Los marcadores de superficie celular 
teñidos se representan con un histograma coloreado de gris y los no teñidos con una línea negra sin relleno. 
Los histogramas son representativos de tres experimentos independientes utilizando macrófagos peritoneales 
estimulados con tioglicolato en grupos de tres ratones por experimento. (B) Macrófagos peritoneales de 
ratones WT y KO se analizaron por citometría de flujo para evaluar el contenido de F-actina. Se representan 
los macrófagos no tratados con una línea negra sin relleno y los macrófagos infectados con bacterias teñidas 
con FITC se representan con un histograma coloreado de gris. 
 
Otra posible explicación del aumento de la capacidad fagocítica de los macrófagos sin 
FAST se basaba en que se produjeran defectos en la maduración celular. Como se observa 
en la figura 27-A, nosotros descartamos diferencias en la expresión de los receptores 
TLR2 y TLR4 entre los macrófagos WT y KO. También descartamos defectos en la 
maduración celular entre los macrófagos WT y KO ya que la expresión de los marcadores 
de superficie celular son similares como se observa en la figura 28.  
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Sin embargo, como se observa en la figura 27-B, nosotros observamos que la ausencia de 
FAST se acompaña de un incremento en el contenido de la proteína F-actina durante la 
fagocitosis. 
 
 
Figura 28: Citometría de flujo de los marcadores de superficie celular en los 
macrófagos WT y KO. Los macrófagos peritoneales de los ratones WT y KO fueron analizados por 
citometría de flujo para evaluar la expresión de los marcadores de superficie celular expresado en macrófagos 
F4/80+. Los marcadores de superficie celular teñidos se representan con un histograma coloreado de gris y 
marcadores de superficie celular  no teñidos se representan con una línea negra sin  relleno. Los histogramas 
son representativos de tres experimentos independientes utilizando macrófagos peritoneales estimulados con 
tioglicolato en grupos de tres ratones por experimento. 
La ausencia de FAST también provoca incremento de la fagocitosis en macrófagos 
peritoneales in vivo 
 
Después de demostrar que los macrófagos KO tiene mayor capacidad fagocítica que los 
macrófagos WT in vitro, nosotros exploramos si también ocurre in vivo. Para este 
propósito, los ratones fueron inyectados intraperitonealmente con Escherichia coli DH5-α 
teñidos con FITC. El grado de fagocitosis de los macrófagos in vivo fue cuantificado por 
citometría de flujo. Como se muestra en la figura 29, los macrófagos peritoneales KO son 
más eficientes para fagocitar Escherichia coli que los macrófagos WT in vivo. El proceso 
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de fagocitosis actuó de manera más eficiente in vivo que in vitro. Tomados en conjunto, los 
resultados indican que la ausencia de FAST causa un incremento de la habilidad fagocítica 
de ambos macrófagos tanto in vitro como in vivo. 
 
 
Figura 29: Fagocitosis de Escherichia coli por macrófagos peritoneales in vivo. Los 
ratones WT y KO fueron inyectados por vía intraperitoneal con Escherichia coli DH5-α teñida con FITC. 
Una hora más tarde, los macrófagos peritoneales fueron recolectados y analizados por citometría de flujo. 
Los macrófagos se identificaron en las células CD11b F4/80. Los histogramas son representativos de tres 
experimentos independientes utilizando grupos de tres ratones por experimento. Los macrófagos KO se 
representan con un histograma coloreado de gris y macrófagos WT se representan con una línea negra sin  
relleno. 
Papel de FAST en la capacidad fagocítica de los macrófagos humanos 
 
Para demostrar el papel de FAST en la capacidad fagocítica de los macrófagos humanos 
fue necesario realizar dos pasos previos que consistieron en: A. Diferenciación de los 
monocitos humanos THP-1 en macrófagos. B. Silenciamiento de FAST mediante siRNA.  
 
 
Figura 30: Diferenciación de THP-1 humano en macrófagos usando PMA. Imagenes 
representativas que ilustran los monocitos humanos THP-1 (Control) y los macrófagos después de incubarlos 
con PMA a una concentración de 100 ng/ml durante 48 horas. Las imágenes están presentadas a un aumento 
de 40X. 
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La diferenciación de los monocitos THP-1 en macrófagos se realizó al incubarlos con 
PMA a una concentración de 100 ng/ml durante 72 horas (ver figura 30). Como se puede 
observar los mácrófagos aumentan de tamaño y dejan de proliferar a diferencia de las 
células control. 
 
El silenciamiento de FAST mediante siRNA en los macrófagos se realizó a través de la 
transfección de dos siRNAs a una concentración de 5 nM durante 48 horas. Los dos 
siRNAs reducen la transcripción de mRNA al 50% como se demuestra por PCR a tiempo 
real (ver figura 31).  
 
 
Figura 31: Niveles relativos de mRNA de FAST en macrófagos humanos 
transfectados con siRNA. Experimento representativo de más de tres realizados por PCR a tiempo 
real. La barra negra representa a los macrófagos humanos sin siRNA. La barra roja a los macrófagos 
transfectados con siRNA#1 y la barra rosa a los macrófagos transfectados con siRNA#2. *p< 0.05, **p< 0.01 
y *** p< 0.001. 
 
La reducción de la transcripción del mRNA conlleva que la síntesis de proteínas también 
esta afectada como se demuestra en el análisis de transferencia de Western blot que se 
observa en la figura 32. Los macrófagos humanos transfectados con siRNA#1 presentan 
ésta disminución de la síntesis de proteína FAST. En la figura también se observan dos 
formas de FAST. La banda superior de 60 KDa se corresponde a la forma 
extramitocondrial de FAST. La banda inferior de 50 KDa se corresponde a la forma 
intramitocondrial de FAST. FAST tiene una secuencia de localización mitocondrial que se 
corta por una peptidasa en el interior de la mitocondria. La β actina es utilizada como 
control de carga. Después de demostrar el silenciamiento de FAST en los macrófagos 
humanos, nosotros realizamos los ensayos de fagocitosis con Escherichia coli DH5-α y 
BL21 teñidos con FITC. 
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Figura 32: Análisis de transferencia de Western blot de extracto de proteínas de 
macrófagos humanos transfectados con siRNA#1. Los macrófagos humanos transfectados con 
siRNA#1 se comparan con macrófagos humanos no transfectados con siRNA (NC: control negativo). La β 
actina es utilizada como control de carga. 
 
Como se esperaba, el silenciamiento de FAST con ambos siRNAs (FAST siRNA#1 y 
FAST siRNA#2) incrementa la tasa de fagocitosis comparado con macrófagos humanos 
tratados con siRNA de control (ver figura 33-A). Como se observa en la figura 33-B, el PI 
de Escherichia coli DH5-α está significativamente incrementado en los macrófagos 
humanos con silenciamiento de FAST comparado con los macrófagos tratados con siRNA 
de control (FAST # 1 133 ± 3% versus 100%, p<0.05; FAST # 2 136 ± 3% versus 100%, 
p<0.05). De forma similar, el PI de Escherichia coli BL21 también se incrementa en los 
macrófagos humanos con silenciamiento de FAST comparado con los macrófagos tratados 
con siRNA de control (FAST # 1 129 ± 4% versus 100%, p<0.05; FAST # 2 127 ± 3% 
versus 100%, p<0.05). Estos resultados demuestran que FAST es un regulador negativo de 
la fagocitosis de Escherichia coli en macrófagos humanos y de ratones. 
 
  
FAST Y FAGOCITOSIS BACTERIANA Página 92 
 
 
Figura 33: Fagocitosis de Escherichia coli DH5-α y Escherichia coli BL21 en 
macrófagos humanos con silenciamiento de FAST. La expresión de FAST fue silenciada en 
macrófagos humanos derivados de THP-1 usando dos diferentes siRNAs frente a FAST (#1 y #2). (A) 
Citometría de flujo representativa de fagocitosis en más de tres experimentos independientes. Los 
macrófagos humanos fueron tratados con los siRNAs a 5 nM durante 48 horas seguido de una incubación 
durante 2 horas con Escherichia coliDH5-α ó Escherichia coli BL21 teñidas con FITC. Los macrófagos que 
se sometieron al ensayo de fagocitosis se representan con un histograma coloreado de gris y los macrófagos 
no tratados se representan con una línea negra sin relleno. (B) El PI de Escherichia coliDH5-α y Escherichia 
coli BL21 fue calculado multiplicando el porcentaje de macrófagos positivos con la media de la intensidad de 
fluorescencia de los macrófagos positivos. Las barras blancas representan a las células tratadas con el control 
siRNA, las barras negras a las células tratadas con KO siRNA # 1 y las barras grises a las células tratadas con 
KO siRNA # 2. Se representa la media ±SEM de más 3 experimentos independientes. El PI fue normalizado 
con el control, que consistió en fijar al 100% los promedios de las células control. *p< 0.05. 
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DISCUSIÓN 
 
La presente Tesis Doctoral revela un nuevo papel de FAST en la regulación de la 
fagocitosis Fc-independiente. La descripción de esta nueva familia de proteínas 
mitocondriales, cuyo prototipo es FAST, es bastante reciente. Los primeros artículos 
científicos fueron publicados a partir de 1995. Sin embargo, es desde el 2007 que se ha 
avanzado mucho en la comprensión de las funciones moleculares y celulares. Para ello, se 
generaron previamente ratones sin el gen FAST y se describió en el año 2010 que la 
proteína FAST es un componente clave en la respuesta inmune innata (77). En un modelo 
de daño pulmonar agudo por lipopolisacárido, los ratones que carecían de FAST mostraron 
una reducción en la infiltración de neutrófilos y en las concentraciones de citoquinas y 
quimioquinas en el lavado broncoalveolar. El análisis de quimeras de médula ósea sugería 
que las células responsables del fenotipo eran células residentes en pulmón de origen 
hematopoyético. Más tarde, en experimentos realizados in vitro se sugirió que los 
macrófagos alveolares de los ratones FAST KO eran las células responsables del fenotipo 
inflamatorio de los mismos (resultados no publicados). Además, se encontró que FAST 
está sobreexpresado en células mononucleares en sangre periférica de pacientes asmáticos 
y pacientes con enfermedades autoinmunes (lupus eritematoso sistémico, artritis 
reumatoide y esclerosis múltiple (80), (81). Así que, todos estos datos sugieren que FAST 
es un importante regulador de diversas funciones en la línea celular macrofágica. 
 
Una función característica de los macrófagos, como su nombre lo indica, consiste en 
fagocitar una gran variedad de restos celulares propios y extraños. Los macrófagos se 
derivan de los monocitos y actúan en los tejidos para eliminar todos aquellos restos que se 
producen durante cualquier proceso inflamatorio sea de origen infeccioso, tóxico, 
autoinmune o traumático. Los macrófagos poseen varios tipos de receptores para poder 
interactuar con una gran variedad de proteínas, lípidos y carbohidratos. Estos receptores 
son capaces de identificar bacterias, virus, hongos, células infectadas, células muertas o 
incluso eliminar residuos tóxicos para los tejidos. Además cuentan con un citoesqueleto 
desarrollado para facilitar la formación de fagosomas y abundantes mitocondrias que 
aportan toda la energía necesaria. Así que, los macrófagos tienen un papel destacado en la 
inmunidad innata y en la defensa frente a patógenos. Por tanto, era necesario dilucidar el 
posible efecto de FAST en esta función primordial y así abrir nuevas rutas de investigación 
para esclarecer los mecanismos biológicos.  
 
AUSENCIA DE FAST Y FAGOCITOSIS EN MACROFAGOS MURINOS Y 
HUMANOS 
 
Los resultados experimentales de esta Tesis Doctoral demuestran que la ausencia de FAST 
en macrófagos murinos y humanos aumenta la actividad fagocítica frente a bacterias. 
Aunque no se ha demostrado experimentalmente, es posible que la fagocitosis de otras 
partículas o restos celulares también este aumentado.  
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La fagocitosis es un proceso dinámico en el cual los diversos componentes celulares 
(membrana citoplasmática, receptores, mediadores intracelulares, citoesqueleto, 
mitocondrias) participan activamente en las diferentes fases (1. Quimiotaxis, 2. Adherencia 
y opsonización, 3. Ingestión y vacuolización, 4. Digestión). Este proceso dinámico es 
bastante complejo y todavía no se ha logrado elaborar un único modelo que pueda explicar 
por completo el proceso de internalización de patógenos. Esta complejidad es en parte 
debida a la diversidad de receptores capaces de estimular la fagocitosis como se observa en 
la figura 8 y en parte debido a la enorme variedad de microorganismos.  
 
La fagocitosis en los macrófagos es un proceso diverso; las señales que conducen a la 
polimerización de actina (figura 9) y la internalización de partículas dependen de los 
receptores específicos que median el proceso y señales modificadoras adicionales que 
pueden ser generadas por partículas complejas. Las partículas complejas, tales como 
bacterias, pueden activar múltiples receptores cuyas vías de señalización pueden 
interactuar de forma intrincada. Además algunas bacterias vivas tienen la capacidad de 
modificar vías de señalización dentro de las células eucariotas como se ha demostrado en 
Mycobacterium tuberculosis (99) ó Salmonella tiphimurium (100). Por tanto, cualquier 
modificación en la célula macrofágica podría alterar esta función celular. Se ha avanzado 
mucho en el conocimiento del papel que juegan en la fagocitosis muchos de los 
componentes celulares. Sin embargo, aún existen aspectos por aclarar y profundizar y esta 
Tesis Doctoral da un paso más en este sentido. Para ello vamos a desgranar los resultados 
de nuestros experimentos. 
Obtención de macrófagos murinos para fagocitosis in vitro 
 
A menudo se utiliza la inyección de tioglicolato intraperitoneal como un agente 
estimulante de la acumulación de macrófagos a nivel peritoneal. Este estímulo tiene la 
ventaja de reclutar un gran número de células al sitio de la inflamación, pero no aumenta la 
actividad microbicida de los macrófagos y por lo tanto no los activa. Los macrófagos 
obtenidos con este método se comportan de forma similar a los residentes en tejido en 
cuanto a su capacidad de fagocitosis de bacterias opsonizadas. El tamaño y número de los 
macrófagos así estimulados aumenta progresivamente hasta alcanzar un máximo a los 5 
días post-inyección con una mínima contaminación por granulocitos, los cuales podrían 
obstaculizar los ensayos (101). Por todo ello los experimentos de fagocitosis in vitro se han 
hecho con macrófagos intraperitoneales murinos obtenidos 5 días después de la inyección 
de tioglicolato. 
Obtención de macrófagos humanos a partir de THP-1 
 
Para la obtención de macrófagos humanos inducimos la diferenciación de los monocitos a 
macrófagos mediante PMA siguiendo las recomendaciones de cultivo de la American Type 
Culture Collection (ATCC), agencia depositaria y distribuidora de lotes controlados de la 
línea celular THP-1. 
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Las THP-1 al ser activadas con PMA adquieren características similares a los MDM como 
son: aumento del radio nuclear, aumento del número de mitocondrias y lisosomas, 
resistencia a estímulos apoptóticos, presencia de marcadores de superficie de 
diferenciación celular similares y alta capacidad fagocítica (63). En presencia de >5ng/ml 
de PMA, alrededor del 90% de las células THP-1 se adhieren y adquieren una morfología 
macrofágica. Esta morfología no presenta diferencias significativas usando PMA a 
diferentes dosis entre 5 y 100 ng/ml.  
 
Para la aparición en las células de mRNA de CD14, un marcador de macrófagos, se 
requiere un tiempo mínimo de 48 horas en medio de diferenciación (64). Puesto que 
nuestros experimentos de fagocitosis requerían células ya diferenciadas, decidimos 
emplear una concentración de 100 ng/ml de PMA durante 72 horas (ver figura 30).  
 
La transfección de los macrófagos así obtenidos se llevó a cabo con siRNA de Invitrogen 
siguiendo un protocolo basado en R. Dhiman y sus colaboradores en su publicación de 
2008 (102) y optimizado con las recomendaciones del fabricante de lipofectamina. La 
comprobación de la eficiencia del silenciamiento se llevó a cabo examinando tanto el 
mRNA específico como la correspondiente proteína. En los dos casos se demostró una 
reducción del 50% de los niveles normales presentes en las células tratadas con siRNA-
FAST en comparación con un siRNA control negativo (ver figura 31 y figura 32). 
Fagocitosis in vivo e in vitro 
 
La respuesta de los macrófagos a bacterias completas se considera fisiológicamente más 
relevante que la que ocurre a diversos extractos purificados de las mismas (103). Por ello 
los experimentos se llevaron a cabo con bacterias enteras teñidas con FITC, que fueron 
inactivadas por calor. La extinción de la fluorescencia derivada de las bacterias no 
fagocitadas se llevó a cabo mediante azul tripano, por lo que se analizaron sólo las 
bacterias que fueron sido internalizadas y se cuantificaron utilizando la citometría de flujo. 
 
Se realizaron varios experimentos de fagocitosis tanto in vivo (ver figura 29) como in vitro 
en macrófagos murinos (ver figura 24 y figura 25) y en macrófagos humanos (ver figura 
33). El proceso de fagocitosis actuó de manera más eficiente in vivo que in vitro, lo cual 
puede estar relacionado con la presencia de opsoninas o reactantes de fase aguda como 
LBP. LBP es una proteína soluble que se sintetiza principalmente en el hígado y se une al 
LPS para favorecer su reconocimiento por parte de CD14 y TLR4 (25), (104).  
Expresión de receptores TLR2 y TLR4 
 
Es importante demostrar que las diferencias en la capacidad fagocítica entre los 
macrófagos KO y WT no pueden atribuirse a una diferencia en la expresión de los 
receptores como son los TLR2 y TLR4. Estos receptores presentan un papel destacado en 
la interacción con bacterias. En efecto, se exploró la expresión de TLR2 y TLR4 en los 
macrófagos humanos mediante citometría de flujo, y no se apreció una diferencia 
significativa en ninguno de ellos cuando se compararon células tratadas con siRNA con 
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células control sin tratar. Los macrófagos murinos tampoco mostraron diferencias como se 
observa en la figura 27-A.  
Maduración de los macrófagos 
 
También es importante descartar que las diferencias no se deban a modificaciones en el 
proceso de maduración de los macrófagos. La madurez celular se estudia analizando y 
comparando los perfiles de expresión de determinados marcadores celulares, los cuales 
son:  
1. CD40: es un miembro de la superfamilia de receptores TNF y es esencial para la 
mediación de una amplia variedad de respuestas inmunes e inflamatorias (105). 
2. CD80: es un receptor de membrana que esta activado al unirse a CD28. La 
activación del receptor induce la producción de citoquinas (106), (107). 
3. CD86: es una proteína de membrana tipo I que es un miembro de la superfamilia de 
las inmunoglobulinas. Esta proteina es el ligando de dos proteinas de la superficie 
celular de las células T: el CD28 con el cual contribuye a la activación de las 
células T(108) y CTLA-4 con el cual inhibe la activación de las células T y 
disminuye la respuesta inmune (109).  
4. CD11B (Itgam): es un canal de la integrina alpha M. Las integrinas son proteínas 
de membrana heterodimeras compuestas por un canal alpha y un canal beta. La 
integrina alpha M beta 2 es importante en la adherencia de los monocitos para 
estimular al endotelio y también para estimular la fagocitosis (110). 
5. CD38: es una enzima multifuncional expresada en una gran variedad de células y 
tejidos en especial en leucocitos y macrófagos. CD38 participa en la adhesion 
celular y en la señalización intracelular (111).  
6. CD14: es un antígeno de superficie expresado tanto en monocitos y macrófagos 
que coopera con otras proteínas para mediar la respuesta inmune frente al 
lipopolisacárido (112). 
7. CD206 (MRC1): el reconocimiento de complejas estructuras de carbohidratos en 
las glicoproteínas es un paso importante en diversos procesos biológicos como el 
reconocimiento intercelular y la neutralización de patógenos. CD206 es un receptor 
de membrana tipo I que favorece la endocitosis de glicoproteínas. Este receptor se 
une a estructuras de manosa en la superficie de potenciales patógenos bacterianos, 
virales o fúngicos y así pueden ser neutralizados por fagocitosis (113).  
En nuestros experimentos se demostró que los patrones de expresión de estos marcadores 
de superficie de los macrófagos WT y KO eran similares (figura 28) y por tanto no hay 
defectos en su desarrollo. En la bibliografía científica publicada hasta ahora, tampoco se 
encontró evidencia que la alteración en la madurez celular provocará modificaciones en la 
capacidad fagocítica y en sus diferentes procesos. Los macrófagos murinos utilizados 
provenían de ratones adultos, de tal manera que su sistema inmune es maduro también. Así 
que el aumento de fagocitosis en ausencia de FAST es independiente de su estado 
madurativo.  
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Además queremos destacar que aunque hay diferencias genéticas, fenotípicas y de 
maduración entre los macrófagos murinos y los macrófagos derivados de la línea celular 
THP-1 conocidas, el fenotipo de la fagocitosis en ausencia de FAST  se conserva. 
 
FAGOCITOSIS DE BACTERIAS GRAM POSITIVAS Y GRAM NEGATIVAS 
 
En el proceso dinámico de la fagocitosis, las bacterias tienen también un papel destacado 
que es necesario profundizar. La interacción entre el macrófago y la bacteria, durante el 
proceso de la fagocitosis, es también modulada por componentes de la superficie 
bacteriana. Pero las bacterias presentan diferencias estructurales que son importantes 
conocer y comprender como pueden afectar la interacción con las células fagocíticas. 
 
La estructura de la pared celular es diferente entre las bacterias gram positivas y gram 
negativas. En general, una bacteria gram positiva tiene una membrana plasmática rodeada 
de una pared celular compuesta principalmente de peptidoglicanos con ácidos teicoicos, 
ácido lipoteicoico, lipoproteínas y polisacáridos complejos que son esenciales para la 
viabilidad y para promover la unión a otras bacterias y a receptores específicos en la 
superficie de células de mamíferos (ver figura 34). En efecto, hay evidencia creciente de 
que las lipoproteínas juegan un papel importante en la activación del receptor TLR2 en los 
estafilococos (27). Además la toxina de Panton-Valentine ha sido identificado como un 
potente ligando de TLR2. Por el contrario, es controvertido que el peptidoglicano y el 
ácido lipoteicoico sean potentes ligandos (20).  
 
También se ha identificado una familia de proteínas de adhesión, unidas con enlaces 
covalentes a los peptidoglicanos en los estafilococos que se ha denominado MSCRAMM 
(componentes de la superficie microbiana que reconocen moléculas de la matriz adhesiva) 
que pueden actuar como "invasinas" capaces de favorecer la penetración de 
Staphylococcus aureus en células hospedadoras (20). Esta pared celular se puede teñir con 
el colorante cristal violeta o violeta de genciana y permite visualizar a las bacterias gram 
positivas y diferenciarlas de las bacterias gram negativas. 
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Figura 34: Figura representativa de las características morfológicas y estructurales 
de las bacterias gram positivas y gram negativas. (A) Esquema de las bacterias gram positivas. 
(B) Esquema de las bacterias gram negativas. Figura adaptada de la publicada el 17-01-2013 en el siguiente 
enlace: http://www.vi.cl/foro/topic/1071-apuntes-de-biologia-y-quimica-revisado-y-corregido/page-
63. 
 
Las bacterias gram negativas tienen una pared celular más compleja que las bacterias gram 
positivas. A diferencia de la bacteria gram positiva, la capa de peptidoglicano en la bacteria 
gram negativa es delgada y está rodeada por otra membrana que es una bicapa lipídica, la 
cual está formada en su zona externa por LPS y en su zona interna por fosfolípidos. Hay 
también un espacio periplásmico que contienen enzimas líticas y factores de virulencia. 
Los LPS son también conocidos como endotoxinas, que activan la respuesta inmune a 
través del receptor TLR4 y su correceptor LY96 (114), (24). Las bacterias gram negativas 
se caracterizan porque son ácido alcohol sensibles y aunque se tiñen con el colorante cristal 
violeta o violeta de genciana, se decoloran fácilmente con alcohol acetona; por lo que se 
añade otro colorante como safranina o fuscina básica para poder identificarlos en el 
microscopio.  
 
En nuestros experimentos de fagocitosis se utilizaron una cepa de Staphylococcus aureus 
que es una bacteria gram positiva y dos cepas de Escherichia coli que son bacterias gram 
negativas. Los resultados mostraron que las cepas de bacterias gram negativas eran más 
fagocitadas en ausencia de FAST con un valor estadísticamente significativo. Por su parte, 
la cepa bacteriana gram positiva presentaba porcentajes de fagocitosis superiores a las 
bacterias gram negativas tanto en macrófagos WT como KO pero sin diferencias 
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estadísticamente significativas con respecto a la ausencia de FAST. Creemos que estas 
diferencias pueden ser explicadas por las características estructurales y por los diferentes 
mecanismos de defensa de las bacterias utilizadas.  
 
Las diferencias estructurales entre gram positivos y gram negativos antes mencionadas, 
pueden explicar el porqué en ausencia de opsoninas, Staphylococcus aureus es más 
fácilmente fagocitado por los macrófagos peritoneales de ratones comparado con 
Escherichia coli. El peptidoglicano que es un componente muy abundante en las paredes 
celulares de las bacterias gram positivas y juega un papel muy importante en la fagocitosis 
de estas bacterias a través de TLR2 (115). Por su parte, el LPS es  un componente principal 
de las paredes celulares de las bacterias gram negativas e inducen a los macrófagos para 
fagocitar las bacterias gram negativas a través de los TLR4 (115). 
 
Otra posible explicación se basa en la presencia de mecanismos de defensa frente a la 
fagocitosis. De hecho, muchas cepas de Escherichia coli producen una capsula 
polisacárida extracelular que permite a la bacteria evitar la fagocitosis y la inactivación por 
los factores del complemento (116). S. aureus también ha desarrollado varias propiedades 
antifagocíticas. La proteína A que es un componente de la pared celular de S. aureus, 
puede contribuir a la formación de biopelículas para prevenir la fagocitosis. El ácido 
lipoteicoico y el factor de aglutinación A que es una proteína de la superficie de unión a 
fibrinógeno de S. aureus, pueden interferir e inhibir la fagocitosis de los leucocitos contra 
S. aureus (115). Pensamos que ambos factores explican las diferencias de porcentajes de 
fagocitosis entre bacterias gram negativas y gram positivas como se observa en la figura 
24. 
 
Otro aspecto a considerar en nuestros resultados es que la fagocitosis de las bacterias gram 
positivas no presentan diferencias estadísticamente significativas entre macrófagos WT y 
KO. Una posible explicación se basa en que los receptores con afinidad por las bacterias 
gram positivas se encuentran saturadas y aunque los macrófagos KO son más proclives a la 
fagocitosis, éste no aumenta porque no hay más receptores suficientes para unirse a las 
bacterias. De hecho la concentración de los receptores TLR2 con alta afinidad por las 
bacterias gram positivas presentan similares perfiles de expresión como se observa en la 
figura 27-A. 
 
Los macrófagos tienen una gran variedad de receptores que son capaces de interactuar con 
los diferentes patógenos y restos celulares. Un ejemplo característico lo constituyen los 
receptores TLR4 que presentan mayor afinidad por las bacterias gram negativas (24) y son 
ayudadas por la proteína de membrana CD14 que facilita el reconocimiento del LPS por el 
TLR4. CD14 interacciona con el TLR, transfiriendo el LPS que está unido previamente 
con LBP al LY96 (ver figura 4). Los dominios N-terminal y central de TLR4 
proporcionan un área hidrofílica para su unión en el co-receptor LY-96 formando un 
estable heterodimero 1:1. LY-96 es más pequeño que TLR4 y posee una estructura 
plegable cuyo interior es hidrofóbico y tiene la forma ideal para la unión de ligandos 
hidrofóbicos planos como el LPS (104). Por tanto, los macrófagos poseen diferentes 
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herramientas para favorecer la fagocitosis bacteriana y además presentan diversos 
mecanismos bactericidas para su destrucción y eliminación.  
 
FAST Y ACTIVIDAD BACTERICIDA 
 
La fagocitosis de las bacterias es un mecanismo bastante eficaz de defensa del sistema 
inmune que se acompaña de diversos mecanismos bactericidas debido a que los 
microorganismos presentan variaciones estructurales y diferentes mecanismos patogénicos. 
Los mecanismos bactericidas (ver figura 2) se pueden clasificar en:  
1. Químicos: por ejemplo: la acidificación de los fagosomas ó la producción de ROS. 
2. Enzimáticos: por ejemplo: endopeptidasas, helicasas, entre otras.  
3. Secuestro de nutrientes: por ejemplo: lactoferrina que secuestra el hierro 
disponible.  
En nuestros experimentos se analizó si la ausencia de FAST afectaba la actividad 
bactericida de los macrófagos. Para ello se realizó el ensayo de protección con gentamicina 
y se midió la producción de ROS en macrófagos WT y KO cuando se expusieron a 
Escherichia coli DH5-α.  
 
El ensayo de protección con gentamicina mostró que a las 6 y 24 horas post-infección la 
actividad bactericida de los macrófagos KO es similar a los macrófagos WT como se 
muestra en la figura 26-A. Esto nos plantea que todos los diversos mecanismos que poseen 
los macrófagos para matar a las bacterias funcionan correctamente y FAST no está 
involucrada en los mismos.  
 
Las ROS juegan un papel fisiológico importante y al mismo tiempo  son capaces de ejercer 
efectos tóxicos. Todas las ROS son producidas como consecuencia del metabolismo y 
participan en la producción de energía, la síntesis de compuestos biológicos, la 
transducción de señales y la fagocitosis, Las ROS son componentes esenciales de la 
respuesta immune innata frente a bacterias intracelulares. La producción de ROS se realiza 
principalmente a través de la enzima NADH oxidasa en la pared del fagosoma y en las 
mitocondrias a través de la fosforilación oxidativa mitocondrial (OXPHOS) cuando los 
electrones que escapan prematuramente de los complejos I y III, reaccionan con moléculas 
de oxígeno para generar superóxido (117).  
 
La producción de ROS se midió usando la citometría de flujo y mostró que tanto los 
niveles basales como los niveles posterior a la exposición con una cepa gram negativa eran 
similares en los macrófagos WT y KO (figura 26-B). Así que FAST no participa de la 
producción de radicales de oxígeno y por tanto la capacidad intracelular de matar las 
bacterias gram negativas no depende de la presencia de FAST. 
 
La actividad bactericida puede verse afectada por los mecanismos de defensa de las 
bacterias. Un ejemplo característico lo constituye el Staphylococcus aureus, que puede 
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escapar rápidamente de los fagosomas y proliferar dentro del citoplasma del macrófago al 
inducir la expresión de CXCR1 (115).  
 
Además de valorar la actividad bactericida de los macrófagos, otro aspecto destacado para 
analizar de la fagocitosis es la remodelación del citoesqueleto que se produce para la 
formación de los fagosomas. 
 
CONTENIDO DE F-ACTINA EN LA FAGOCITOSIS 
 
La fagocitosis requiere el remodelamiento del citoesqueleto de actina para producir 
fagosomas ricos en F-actina (50). El citoplasma de los macrófagos se encuentra más 
desarrollado en comparación con otras células del organismo, ya que su actividad 
fagocítica así lo requiere. Por tanto era necesario analizar el contenido de F-actina en los 
macrófagos KO, ya que su capacidad fagocítica es mayor comparado con los macrófagos 
WT. Además un hallazgo llamativo observado cuando se cultivaron los macrófagos 
peritoneales KO o cuando se trataron los macrófagos humanos con siRNA frente a FAST 
fue el cambio morfológico de estas células respecto a células control. Se observaron 
células de apariencia más grande debido a un incremento de las extensiones citoplásmicas 
cuando se adhirieron al plástico de las placas de cultivo. 
 
En nuestros experimentos se examinó el contenido de actina polimerizada mediante tinción 
con faloidina-TRITC y posterior análisis por FACS. Nuestros resultados mostraron un 
contenido de F-actina significativamente incrementado tanto en THP-1 tratadas con siRNA 
contra FAST, como en macrófagos KO en comparación con sus respectivos controles 
(figura 27-B). Teniendo en cuenta la importancia de la polimerización de actina en el 
proceso de internalización de patógenos, hipotetizamos que el incremento en su contenido 
podría tener relación con el incremento de fagocitosis observado. 
 
Los macrófagos KO tienen elevado contenido de F-actina cuando se fagocitan bacterias no 
opsonizadas comparado con macrófagos WT. Curiosamente, el silenciamiento de FAST 
mediante pequeños RNA de interferencia en las neuronas primarias y en la línea celular de 
neuroblastoma humano SH-SY5Y, promueve el crecimiento de neuritas (86). El 
crecimiento de neuritas es un paso crítico en la maduración neuronal, y es bien conocido 
que la actina del citoesqueleto participa en este proceso (118). Por tanto, una línea de 
investigación a seguir consiste en explorar las vías de señalización que subyacen a la 
elevación del contenido de F-actina en los macrófagos KO comparado con los macrófagos 
WT, el cual puede ser similar a lo que induce el crecimiento de las neuritas en las neuronas 
con silenciamiento de FAST.  
 
Otra línea de investigación a seguir consiste en esclarecer los posibles mecanismos 
biológicos que expliquen como la ausencia de FAST aumenta la fagocitosis. Uno de ellos 
se basa en el splicing alternativo. 
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SPLICING ALTERNATIVO, FAST Y FAGOCITOSIS 
 
FAST se encuentra en el citoplasma y en el núcleo. En el núcleo, se ha descrito que FAST 
actúa como un regulador del splicing alternativo (79), (78). En ensayos de splicing in vitro 
de FGFR2 y Fas, se demostró la habilidad de FAST para incluir el exón IIIb de FGFR2 y 
el exón 6 de Fas (79), (78). Por tanto, un posible mecanismo que explicaría el efecto de 
FAST en la fagocitosis de los macrófagos pudiera ser la producción de variantes proteicas 
con un papel en la fagocitosis a través del splicing alternativo. 
 
Hay una limitada literatura científica de cómo el splicing alternativo de RNA afecta a las 
proteínas involucradas directamente en la fagocitosis. La lactoadherina también conocido 
como MFGE8 promueve la fagocitosis de células apoptóticas al servir de molécula puente 
entre las células apoptóticas y los fagocitos. Se describió recientemente dos pacientes 
femeninas con lupus eritematoso sistémico que presentan una mutación intrónica 
heterocigota, la cual causa que el intrón 6 se incluya en la transcripción. Éste exón críptico 
contiene un codón de terminación prematura que genera una proteína MFGE8 C-terminal 
truncada. La proteína mutante MFGE8 glicosilada, sialilatada y unida a una fosfatidilserina 
es capaz de aumentar la fagocitosis de las células apoptóticas (119).  
 
CD33 (también conocido como SIGLEC-3) es un receptor transmembrana expresado en 
células de la línea mieloide que inhibe la fagocitosis. Se ha reportado recientemente sobre 
un polimorfismo de un nucleótido (SNP) que altera la formación del mRNA de CD33 y 
conduce a la síntesis de un receptor inactivo porque el mRNA de CD33 carece del exón 2. 
Esto provoca que se actíve la fagocitosis (120). 
 
Se realizaron algunos experimentos no incluidos en esta Tesis Doctoral donde hemos 
explorado el perfil de expresión de exones en macrófagos peritoneales de ratones FAST 
KO y no hemos identificado alteraciones en el splicing alternativo del mRNA de proteínas 
que participan tanto directa como indirectamente en el proceso de fagocitosis. En la 
fagocitosis se consume energía que proviene principalmente de las mitocondrias, así que 
otro posible mecanismo biológico puede estar relacionado con la respiración mitocondrial.  
 
RESPIRACIÓN MITOCONDRIAL, FAST Y FAGOCITOSIS 
 
Los macrófagos demandan energía, no solo para realizar los procesos de fagocitosis y de 
síntesis, sino también para mantener el equilibrio estable con el medio extracelular. Las 
mitocondrias son las organelas responsables de este aporte energético y poseen una 
estructura característica para cumplir sus funciones. Las mitocondrias (ver figura 35) están 
recubiertas por una doble membrana: la membrana interna circunscribe a la matriz 
mitocondrial y la membrana externa se encarga de seleccionar las moléculas solubles 
que penetran a la matriz (iones y moléculas de bajo peso molecular). Entre ambas existe un 
espacio intermembrana y se ponen en contacto en puntos muy dispersos. La membrana 
interna muestra en su periferia abundantes pliegues o crestas mitocondriales que tienen 
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una conexión estrecha con el espacio intermembrana y presentan proteínas transportadoras 
específicas. La membrana interna de las crestas está formada por un 80% de proteínas y un 
20% de lípidos. La membrana interna tiene permeabilidad selectiva así que sólo permite el 
paso de ciertas moléculas como el piruvato y ATP. La matriz mitocondrial contiene 
enzimas, coenzimas, agua, fosfatos y otras moléculas que intervienen en la respiración, 
también es asiento de otras funciones metabólicas como la degradación de ácidos grasos, 
transaminación y desaminación de aminoácidos y desintoxicación (47) ,(97), (121) (122). 
 
 
Figura 35: Microfotografía electrónica de una mitocondria en un microscopio de 
transmisión. Aumento 60.000x. Figura tomada el 15-01-2016 en el siguiente enlace: 
http://www.medic.ula.ve/histologia/anexos/microscopweb/MONOWEB/bibliografia.htm.  
 
El tamaño de las mitocondrias también varía desde 0,1 hasta varios micrómetros. Pueden 
ser redondas o alargadas, e incluso presentar bifurcaciones (47). Las mitocondrias se 
fusionan entre sí y se dividen lo que permite el intercambio de material genético y 
posiblemente la supervivencia celular. El genoma mitocondrial humano está constituido 
por moléculas circulares de DNA de 16 kb que codifican 13 proteínas implicadas en el 
transporte de electrones y en la fosforilación oxidativa como se observa en la figura 36. 
Los genes se transcriben y traducen dentro de las mitocondrias, que contienen sus propios 
ribosomas y RNA (46). La transcripción del genoma mitocondrial genera dos mRNA 
policistrónicos. La cadena pesada expresa dos rRNA, 14 tRNA y 12 mRNA, mientras que 
la cadena ligera sólo expresa el mRNA de la proteína ND6 y 8 tRNA (97). (Ver figura 37). 
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Figura 36: Mapa del DNA mitocondrial humano. Figura adaptada de Cooper, 2013. 
 
 
Figura 37: Localización en la cadena pesada y ligera de los transcritos del DNA 
mitocondrial humano. Los rRNA y mRNA codificados por el DNA mitocondrial se marcan en el texto 
blanco. Los tRNA se marcan con una letra de su símbolo. Figura adaptada de Wolf, 2014. 
 
Las mitocondrias sintetizan la mayor parte del ATP a partir de moléculas de glucosa y 
ácidos grasos, aunque también puede sintetizarlo a partir de nucleótidos y aminoácidos. 
Las moléculas de glucosa presentes en el citoplasma son degradadas a piruvato a través de 
la glucolisis, con la formación neta de dos moléculas tanto de ATP como de NADH (ver 
figura 38). El siguiente paso es la descarboxilación oxidativa (ver Figura 39) del 
piruvato en presencia de la coenzima A (CoA-SH) para obtener una molécula de CO2, 
acetilCoA y NADH por cada molécula de piruvato. Por su parte, la degradación de los 
ácidos grasos produce NADH, FADH2 y acetilCoA dependiendo del número de átomos de 
carbono presentes en su estructura. Las moléculas de acetilCoA obtenidas previamente 
pasan al ciclo del ácido cítrico (ciclo de Krebs) localizado en la matriz mitocondrial donde 
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se produce por cada ciclo una molécula de GTP, tres de NADH y una de FADH2 (ver 
Figura 39) (46). Así que por cada molécula de glucosa se obtiene neto: 2 ATP, 10 NADH, 
2 GTP, 6 CO2 y 2 FADH2. 
 
 
Figura 38: Glucolisis. Representación de la glucolisis que se produce en el citoplasma, donde se 
consumen dos moléculas de ATP, se produce cuatro moléculas y dos de NADH y se obtiene 2 moléculas de 
piruvato. Figura adaptada de Zabala, 2015 (121). 
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Figura 39: Ciclo del ácido cítrico (ciclo de Kreb). Representación del ciclo del ácido cítrico. Por 
cada molécula de acetilCoA se obtiene una molécula de GTP, tres de NADH y una de FADH2. Figura 
adaptada de Zabala, 2015 (121). 
 
Los electrones presentes en NADH entran en la cadena transportadora de electrones en 
el complejo I mitocondrial, constituido por 43 cadenas polipeptídicas, se suceden 
diferentes pasos de oxidación y reducción con liberación de energía, luego los electrones 
pasan por el complejo III, constituido por 10 polipéptidos aproximadamente, donde 
también se libera energía y por último en el complejo IV los electrones son transferidos al 
O2. Por su parte, los electrones presentes en FADH2 entran en la cadena transportadora de 
electrones en el complejo II formado por cuatro polipéptidos, pasan por el complejo III y 
IV liberando también energía y finalmente también son transferidos al O2. El transporte de 
electrones a través de los complejos I, III y IV está acoplado al transporte de protones 
(H
+
) al espacio intermembrana generando un gradiente de protones. Los complejos I y III 
transfieren cuatro protones cada uno por cada par de electrones, mientras que el complejo 
IV transfiere dos protones al espacio intermembrana y otros dos protones se combinan con 
el O2 para formar agua en la matriz (46) (ver figura 40).  
 
Los protones en el espacio intermembrana generan un gradiente electroquímico formado 
por un potencial eléctrico de 0,14 V a través de la membrana y un potencial químico por la 
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diferencia de pH entre el espacio intermembrana que es de 7 y la matriz mitocondrial que 
es de 8. La energía del gradiente electroquímico se convierte en ATP mediante la acción 
del complejo V ó ATP sintetasa, formada por dos subunidades; F0 que proporciona el 
canal de paso de los protones y F1 que cataliza la síntesis de ATP a partir de ADP e iones 
fosfato (ver figura 40). De esta manera, la oxidación de una molécula de NADH da lugar a 
la síntesis de tres moléculas de ATP y una de FADH2 genera dos moléculas de ATP (46). 
Así que por cada molécula de glucosa se obtiene en total: 38 moléculas de ATP. Las 
mitocondrias generan el 95% del ATP celular. 
. 
 
Figura 40: Cadena transportadora de electrones y transporte de protones  a través de 
los complejos mitocondriales. Figura adaptada de Acín-Pérez, 2008. 
 
Las mitocondrias son organelas complejas y aunque las primeras descripciones han sido 
desde la década de 1880, aún hay aspectos por explorar y comprender en especial la 
interación con el núcleo y con las diversas funciones celulares como la fagocitosis. Las 
funciones mitocondriales están sincronizadas con el núcleo y los diferentes estímulos 
extracelulares. De hecho, en el 2011 se demostró que la fagocitosis de las células 
apoptóticas aumenta la actividad mitocondrial (123). Además se ha observado que cuando 
se activan los fagocitos durante una infección se promueve su actividad glicolítica 
facilitando así su función en los sitios de inflamación (124-125). El LPS de las bacterias 
gram negativas induce cambios en la respiración mitocondrial y en la fosforilación 
oxidativa para aumentar la glucólisis en los macrófagos (126). Este inductor conduce a la 
acumulación del intermediario succinato del ciclo del ácido cítrico que estabiliza a HIF1A 
y que conduce a la expresión de IL1B (124).  
 
Sin embargo, la regulación de la respiración mitocondrial es más complicada. El sistema 
de fosforilación oxidativa incluye una cadena transportadora de electrones compuesta por 
cinco complejos respiratorios. Anteriormente se creía que los complejos respiratorios se 
movían libremente en la membrana interna de la mitocondria, pero este punto de vista ha 
sido cuestionado, proponiendo que los complejos forman supercomplejos llamados 
respirasomas que contienen los complejos  CI, CIII y CIV, ó CI y CIII ó CIII y CIV; estos 
supercomplejos están equilibrados en la membrana mitocondrial (127). El conjunto de los 
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supercomplejos es dinámico y regula el flujo de electrones de los sustratos disponibles 
(128). Además, la reorganización de los complejos puede afectar a otras funciones de la 
cadena transportadora de la fosforilación oxidativa y pueden regular la generación de ROS 
mitocondrial, el cual contribuye en menor medida en la degradación del material ingerido 
(117).  
 
Recientemente se ha asociado a la familia de proteínas FASTKD con las mitocondrias. 
FAST es el miembro fundador de esta familia de proteínas mitocondriales (FASTKD 1-5) 
que comparten un dominio amino terminal que es un péptido de señalización mitocondrial, 
dos dominios de proteínas parecidas a FAST de función desconocida y un dominio RAP 
del cual se ha sido propuesto que participa en la unión al RNA en el extremo carboxilo 
terminal (74), (75). Todos los transcritos de los miembros de la familia FAST son ubicuos, 
pero algunos están expresados más abundantemente en tejidos ricos en mitocondrias como 
el músculo esquelético, corazón y tejido adiposo graso (75).  
 
En nuestros resultados observamos que FAST muestra dos formas en el análisis de 
transferencia de Western blot que se realizó con macrófagos humanos transfectados con 
siRNA#1 (ver figura 32). Una banda de 60 KDa que se corresponde a la forma 
extramitocondrial y otra banda de 50 KDa que se corresponde a la forma intramitocondrial 
de FAST. Estos resultados también coinciden con los obtenidos por Jourdain y 
colaboradores al estudiar la localización de FAST en las células 143B (línea celular 
proveniente de un osteosaroma de mujer de 13 años) y fibroblastos embrionarios de ratón 
(ver Figura 41). Identifican un citoFAST que sería la forma extramitocondrial y un 
mitoFAST que sería la forma intramitocondrial que describimos.  
 
 
Figura 41: FAST es una proteína mitocondrial. (A) Analisis de Inmunoblot de las células 143B 
que expresan shRNA estable dirigido contra FAST. Las membranas fueron sondadas con anti-FAST y 
resondadas con anti-PHB para verificar igual carga de muestra. (B) Analisis de Inmunoblot de fibroblastos 
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embrionarios de ratón WT y KO. Las membranas fueron sondadas con la misma técnica de A. Figura 
adaptada de Jourdain, 2015. 
 
Las dos isoformas de FAST se producen a través de mecanismos postranscripcionales. El 
mRNA de FAST tiene dos codones de iniciación ATG en la posición 1 y 103 que codifican 
para la metionina 1 y metionina 35 respectivamente. La citoFAST es la isofoma larga que 
contiene todos los aminoácidos codificados empezando por la metionina 1, y se encuentra 
en el núcleo y en los gránulos de estrés citoplasmáticos antes mencionados. La mitoFAST 
es la isoforma corta que empieza por la metionina 35 y se encuentra exclusivamente en 
focos específicos dentro de las mitocondrias (ver figura 42) llamados gránulos de RNA 
(129), (76). 
 
 
Figura 42: FAST es una proteína mitocondrial. (A) Microscopia con focal de células 143B 
teñidas. Las puntas de flecha señalan los gránulos de RNA mitocondrial. (B)El mRNA del gen FAST tiene 
10 exones y dos codones de iniciación ATG localizados en la posición 1 que codifica la metionina 1 y en la 
posición 103 que codifica la metionina 35. La mitoFAST se presenta sólo cuando la traducción comienza en 
el codón ATG 103. Los dominios FAST_1, FAST_2 y RAP son los dominios conservados de FAST Figura 
adaptada de Jourdain, 2015. 
Hay otros hallazgos científicos de los miembros de la familia FAST que apuntan como 
posibles mecanismos biológicos la respiración mitocondrial y el metabolismo del RNA 
mitocondrial que produndizaremos a continuación.  
FAST, miembros de la familia FASTKD, respiración mitocondrial y metabolismo del 
RNA mitocondrial 
 
No sólo FAST es una proteína mitocondrial, las proteínas FASTKD1-5 también poseen 
secuencias de localización mitocondrial que fueron confirmadas por inmunofluorescencia 
como se observa en la figura 17 (75). La restricción de los miembros de la familia 
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FASTKD a las clases de animales relativamente recientes, sugiere que estas proteínas 
pueden modular la regulación fina de producción de energía en la mitocondria (75). 
 
Ghezzi y colaboradores en el 2008 han identificado en dos hermanos con encefalomiopatía 
mitocondrial infantil una mutación homocigota sin sentido de FASTKD2 que se asocia a 
una deficiencia del citocromo C oxidasa (complejo IV de la cadena transportadora de 
electrones) (89). La enzima citocromo oxidasa C recibe electrones de las moléculas 
reducidas y los transfiere luego al oxígeno. En este proceso, se transloca cuatro protones a 
través de la membrana, para establecer el potencial de membrana mitocondrial. La función 
de FASTKD2 y el mecanismo biológico subyacente no pudo ser aclarado en ese momento 
pero se sugirió que participaba en la regulación de la producción de energía en las 
mitocondrias (89). Posteriormente, Popow y colaboradores hallaron que en células 
deficientes de FASTKD2 se producía disminución de la respiración mitocondrial por una 
reducción de la actividad de todos los complejos mitocondriales (130). 
 
Posteriormente en el 2010, se ha reportado que el silenciamiento de FASTKD3 en la línea 
celular U2OS derivada de un osteosarcoma humano provoca una disminución tanto de la 
tasa de consumo de oxígeno basal como de la tasa de respiración máxima. Se utilizó un 
analizador de flujo extracelular para comparar las tasas de consumo de oxígeno en células 
U2OS tratadas con siRNAs del control (control siRNA#1, D0) ó siRNAs contra FASTKD3 
(FASTKD3 siRNA#1). Las U2OS tratadas con siRNAs contra FASTKD3 presentan 
menores tasas de consumo de oxígeno comparadas con el control. La adición de 
oligomicina que inhibe a la enzima ATP sintasa permite cuantificar la respiración acoplada 
a ATP, que se redujo en las células U2OS tratadas con siRNAs contra FASTKD3. La 
adición de un desacoplador mitocondrial (FCCP) provocó un aumento de la tasa de 
consumo de oxígeno aunque muy inferior comparado con el control como se observa en la 
figura 43-A. Estos datos sugieren un deterioro de la capacidad respiratoria de reserva en 
las células U2OS tratadas con siRNAs del FASTKD3 frente a las crecientes demandas 
metabólicas. La adición de rotenona (inhibidor del complejo I) provocó una reducción 
adicional de las tasas de consumo de oxígeno equivalente a las fugas de protones. Estos 
resultados revelan que FASTKD3 se requiere para la normal respiración mitocondrial, 
posiblemente a través de su interacción con proteínas implicadas en la respiración celular; 
pero no se requiere para el acoplamiento de los complejos de la cadena respiratoria como 
se demostró con la técnica de inmunotransferencia que se observa en la figura 43-B. La 
inmunotransferencia se realizó con una mezcla de anticuerpos monoclonales dirigidos 
contra una subunidad de cada uno de los complejos de la cadena respiratoria que son 
lábiles cuando su correspondiente complejo no está ensamblado y por lo tanto, son 
indicativos de la cantidad de complejo ensamblado. VDAC1 es una proteína mitocondrial 
utilizado como control de carga. Estos resultados indican que la disminución del consumo 
de O2 inducida por el siRNA de FASTKD3 no se debe a una alteración en el ensamblaje de 
los supercomplejos mitocondriales (75). Por tanto, estos resultados demuestran que 
FASTKD3 es necesario para la adecuada respiración mitocondrial y para el mantenimiento 
del potencial de membrana mitocondrial (75).  
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Figura 43: Funciones respiratorias de células knockdown de FASTKD3. (A) El consumo 
de oxígeno fue medido en células U2OS tratadas con siRNAs del control (control siRNA#1, D0) ó siRNAs 
del FASTKD3 (FASTKD3 siRNA#1). Las líneas verticales indican el tiempo de adicción de los reactivos 
mitocondriales. Se representan diferentes parámetros respiratorios. *p< 0.05, ** p< 0.01 y *** p< 0.001 
comparado con el control. (B) El análisis de Western blotting de las subunidades representativas de los 
complejos canales respiratorios mitocondriales en extractos de proteínas mitocondriales de las células U2OS 
tratadas con siRNAs del control (control siRNA#1, D0) ó siRNAs del FASTKD3 (FASTKD3 siRNA#1): 
complejo I (NDUFB8, 20 kDa), complejo II (subunidad Ip, 30 kDa), complejo III (proteína del core II, 47 
kDa), complejo IV (COX2, 24 kDa) y complejo V (la subunidad α de ATP sintasa, 53 kDa). VDAC es la 
proteína mitocondrial de control. Figura adaptada de Simarro, 2010. 
 
Recientemente, Park y colaboradores reportaron que la deficiencia en la proteína 
desacopladora Ucp2 en ratones transgénicos mostraba profundos cambios y defectos in 
vivo en la eliminación de células en el timo y los testículos por parte de los macrófagos. 
Ellos también demuestran que la adicción de diferentes desacopladores mitocondriales a la 
línea celular de fibroblastos LR73 incrementa su habilidad para fagocitar células 
apoptóticas (131). También se demostró que la deficiencia en la proteína desacopladora 
Ucp2 en macrófagos presentaba aumento de la capacidad para eliminar Toxoplasma gondii 
y Salmonella typhimurium in vitro debido a un incremento en la producción de ROS y NO 
así como incremento de citoquinas proinflamatorias (132). 
 
FAST, así como FASTKD2 y FASTKD3, pueden ser necesarios para mantener el potencial 
de membrana mitocondrial, y esto pudiera incrementar la capacidad fagocítica de los 
macrófagos KO.  
 
En colaboración con el prestigioso laboratorio de enfermedades mitocondriales del 
Hospital Universitario 12 de Octubre liderado por el Dr. Miguel Angel Martín Casanueva, 
hemos demostrado, en resultados preliminares, que los macrófagos de los ratones FAST 
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KO tienen una disminución en el potencial de membrana mitocondrial causada por una 
deficiencia específica del complejo I de la cadena respiratoria (del 40%) debido a una 
alteración en el metabolismo de algunos mRNA mitocondriales como se observa en la 
tabla 7 y en la figura 44.  
 
Tabla 7: Potencial de membrana mitocondrial en macrófagos WT y KO. *CI: N=2; CV 
WT=10,5%; CV KO=3,4% 
 
MACRÓFAGOS MURINOS 
 WT♀  KO♀ 
PROTS mg/mL 3,0 3,0 
CS nmol/min mg 165,6 184,3 
   
CI cU/UCS 30,0*  18,5*  
CII cU/UCS 31,2 33,9 
CIII cU/UCS 133,1 138,2 
CIV cU/UCS 165,6 184,3 
 
 
 
Figura 44: Deficiencia del complejo I de los macrófagos  KO. 
 
También durante la ejecución de esta Tesis Doctoral y en colaboración con Suiza se 
describió que FAST es necesario para la actividad del complejo I (76). Jourdain y 
colaboradores probaron la actividad enzimática de los complejos respiratorios de tejido 
esquelético y cardíaco en ratones WT y KO y observaron una disminución del 60% de la 
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NADH deshidrogenasa que esta presente en el complejo I, mientras que la actividad de los 
otros complejos no estaba alterado de manera significativa o incluso estaba ligeramente 
aumentado (ver figura 45), lo que también coincide con los resultados preliminares 
mostrados en la figura 43. 
 
 
Figura 45: FAST es necesario para la actividad del Complejo I mitocondrial. A) 
Analisis de la actividad enzimática mitocondrial del músculo cuádriceps de ratones WT y KO. La actividad 
enzimática fue normalizada con la actividad de la citrato sintasa. Se representa la media ± SEM de 3 
experimentos independientes,*p< 0.05. (B) Analisis similar al presentado en (A) pero con corazón de ratones 
WT y KO. Figura adaptada de Jourdain, 2015. 
 
Por tanto, la evidencia científica avala la participación de FAST en la regulación de la 
actividad del complejo mitocondrial I necesario para mantener el potencial de membrana 
mitocondrial y la producción de energía. La clave del mecanismo biológico subyacente a 
estos hallazgos esta en el metabolismo del RNA mitocondrial. 
  
Los gránulos de RNA mitocondriales pueden estar asociados con proteínas cuya función 
principal es la regulación postranscripcional del RNA mitocondrial, tales como: RNasa P, 
RNasa Z y GRSF1 (133), (134). Se ha encontrado que FAST y su homologo FASTKD2 
están presentes en estos gránulos aunque no son esenciales para su conformación. 
 
Una de las funciones de FAST de reciente descripción en los gránulos mitocondriales, 
consiste en regular la expresión del mRNA de ND6, la única proteína codificada en la 
cadena liviana del transcrito de RNA mitocondrial. FAST se une a la cadena inmadura de 
mRNA en múltiples sitios y participa en la generación de la forma madura del mRNA de 
ND6, junto con el degradosoma mitocondrial o complejo helicasa polinucleótido 
fosforilasa mitocondrial que se encarga de degradar el RNA complementario, la polimerasa 
mitocondrial y el RNA metiltransferasa (ver figura 46). FAST modula la actividad del 
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degradosoma para generar mRNA maduros de ND6 evitando que degrade el transcrito de 
mRNA de ND6 (76).  
 
 
Figura 46: Participación de FAST en la generación de la forma madura del mRNA de 
ND6. FAST se une al precursor inmaduro de mRNA de ND6 en multiples sitios inclusive el segmento UTR 
3’, y bloquea su degradación por parte del degradosoma mitocondrial. En ausencia de FAST, el degradosoma 
elimina completamente la cadena ligera de mRNA. CDS: coding sequence. UTR: untranslated region. ncNA: 
non-coding RNA. Figura adaptada de Jourdain, 2015. 
 
La proteína ND6 forma parte del complejo I presente en las mitocondrias para la 
respiración celular. Se demostró que FAST es un factor límite en la expresión de esa 
proteína y no afecta otras proteínas ni complejos mitocondriales (ver figura 47-A). 
Además este efecto es demostrable en diferentes tejidos como cerebro, corazón, músculos 
e hígado, cuyas células son ricas en mitocondrias (ver figura 47-B). Particularmente el 
dominio RAP de FAST juega un papel central en la regulación del mRNA de ND6. 
Cuando hay ausencia de FAST, los niveles de mRNA de ND6 y la actividad del complejo I 
disminuyen significativamente (76).  
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Figura 47: FAST regula la expresión de mRNA de ND6 en la mitocondria. (A) Northern 
blot representativo de RNA de fibroblastos de embriones de ratones (MEFs) WT y MEFs KO usando 
ribosondas contra todas las subnidades proteicas del complejo I. (B) Northern blot representativo de RNA 
total de cuatro órganos diferentes de ratones WT y KO. Figura adaptada de Jourdain, 2015. 
 
También Popow y colaboradores encontraron que la ausencia de FASTKD2 conduce a una 
expresión alterada de mRNA de RNR2 y ND6 que codifica subunidades del complejo I 
mitocondrial, aunque en sus hallazgos fenotípicos se producía deterioro de la respiración 
mitocondrial con reducción de la actividad de todos los complejos mitocondriales (130)  
 
Se ha descrito recientemente como FASTKD4 participa en el funcionamiento génico 
mitocondrial. El genoma mitocondrial es altamente compacto y está formado por una 
cadena pesada que expresa dos rRNAs, 14 tRNAs y 12 RNA mensajeros (mRNAs), 
mientras que la cadena ligera expresa el mRNA de la proteína ND6 y ocho tRNAs. Los  
mRNA mitocondriales (mt-mRNA) tienen diferentes vidas medias que se agrupan en dos 
categorías: los transcritos del complejo I (ND1–ND3 y ND5) y el transcrito CYTB del 
complejo III tienen vida media corta (t1/2 = 68–94 min), mientras que los transcritos del 
complejo IV (citocromo oxidasa 1 (COX1), COX2 y COX3); el transcrito ATP6/8 del 
complejo V y el transcrito ND4/4L del complejo I son de vida media larga (t1/2 = 138–231 
min) (97). 
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Figura 48: Contenido relativo de mt-mRNA en células HEK293T. Resultados de 
MitoString normalizados a shLacZ para cinco horquillas shFASTKD4 distintas en células HEK293T. La 
horquilla de control se muestra en negro, y las horquillas de FASTKD4 se muestran en rojo. Figura adaptada 
de Wolf 2014. 
 
Se demostró que la ausencia de FASTKD4 afecta a algunos de los transcritos de mt-
mRNA, los cuales son COX1–COX3, ATP6/8, CYTB y ND3, como se observa en la 
figura 48. Este efecto no se debe a una disminución del mtDNA, que por el contrario está 
aumentado como se observa en la figura 49. Así que, FASTKD4 estabiliza algunos 
transcritos de mtRNA y retrasa su degradación. Este efecto es palpable en COX2, ND3 y 
COX1 como se observa en la figura 50. Este efecto no es palpable en los transcritos COX3 
y ATP6/8 que parecen depender de otros factores. Como consecuencia de la alteración de 
los niveles basales de estos transcritos, FASTKD4 provoca una marcada reducción del 
complejo IV en especial de la subunidad COX2 de la cadena respiratoria mitocondrial (97). 
 
 
Figura 49: Cuantificación relativa de mtDNA en celulas knockdown de shFASTKD4. 
Cuantificación relativa de mtDNA en las células knockdown de shLacZ  comparado con las células 
knockdown de shFASTKD4 medido a través de una PCR cuantitativa; *p< 0.05 (t-test de dos colas no 
apareadas). Figura adaptada de Wolf 2014. 
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Figura 50: Fracción del RNA que permanece después de la inhibición de la 
transcripción con bromuro de etidio (ETBR) medido por una PCR cuantitativa en líneas 
celulares shLacZ  y shFASTKD4. Figura adaptada de Wolf 2014. 
 
Por tanto concluyen que la proteína FASTKD4 se encuentra dentro de la matriz 
mitocondrial (ver figura 51) y allí se asocia con los mtRNAs para estabilizarlos y 
aumentar su tiempo de vida media contribuyendo al correcto funcionamiento del 
metabolismo de RNA mitocondrial (97).  
 
 
Figura 51: Western blot representativo de la presencia de FASTKD4, OXA1L, COX2 
y ciclofilina D en mitocondrias aisladas con extracción de carbonato y digestión de mitoplastos con 
proteinasa K. Figura adaptada de Wolf 2014. 
 
Los gránulos de RNA mitocondriales son dinámicos y están en constante proceso de 
ensamblaje y desemsamblaje y por los hallazgos científicos más recientes son primordiales 
para la biogénesis de los ribosomas mitocondriales. FASTKD2 está presente en estos 
gránulos y aunque no es esencial para su conformación si que es necesario para el 
ensamblaje de los ribosomas mitocondriales junto a unas helicasas llamadas DDX28 y 
DHX30 (98). En el caso de FASTKD5 se ha demostrado que es esencial para madurar los 
transcritos mitocondriales que no están flanqueados por tRNA (98). 
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La mayoría de los mRNA y rRNA mitocondriales en el transcrito primario están separados 
entre sí por uno o más tRNA, que actúan como señales de escisión. Sin embargo, existen 
cuatro transcritos mitocondriales no flanqueados por tRNA tanto en sus extremos 5' y 3': 
tres transcritos codificados en la cadena pesada COX I, ATP8/6-COX III y ND5-CYTB y 
en la cadena ligera el transcrito de ND6. Antonicka y colaboradores demuestran que 
FASTKD5 es esencial para el procesamiento de los tres transcritos codificados en la 
cadena pesada y la ausencia de FASTKD5 provoca una acumulación de éstos (ver figura 
52-A) (98).  
 
 
Figura 52: Cuantificación relativa de precursores de mRNA mitocondriales en células 
con FASTKD5 silenciado. (A) Cuantificación relativa de transcritos mitocondriales no procesados. (B) 
Cuantificación relativa de transcritos mitocondriales maduros. Las barras representan la media de dos 
experimentos independientes para las células tratadas con siRNA para GRSF1, DHX30, DDX28 y 
FASTKD2. Figura adaptada de Antonicka, 2015. 
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Curiosamente, el efecto sobre los niveles de los transcritos maduros difiere para cada uno 
de los precursores, que van desde prácticamente indetectable (mRNA de COX I) a 30% de 
los niveles de control (COX III y ATP8/6) a tres veces superior (ND5 y CYTB) (ver figura 
52-B). No se sabe si FASTKD5 tiene actividad nucleasa para procesar los transcritos o si 
necesita la participación de otras proteínas (98), por lo que sucesivas investigaciones 
continuarán profundizando los mecanismos de regulación mitocondrial. 
 
En resumen, FAST, FASTKD2 y FASTKD5 se encuentran en granulos mitocondriales, 
FASTKD4 en la matriz mitocondrial y FASTKD1 y FASTKD3 en las mitocondrias sin 
especificar aún detalles más precisos. FASTKD2, FASTKD3 y FASTKD4 participan en la 
respiración mitocondrial. FAST modula la actividad de los degradasomas para generar 
mRNA maduro de la proteína ND6 del complejo I mitocondrial. FASTKD2 es necesario 
para el ensamblaje de los ribosomas mitocondriales. FASTKD4 estabiliza los transcritos de 
mtRNA de COX2, ND3 y COX1 y retrasa su degradación, por lo que participa del 
funcionamiento del complejo IV mitocondrial. FASTKD5 es esencial para la maduración 
de los transcritos mitocondriales no flanqueados por tRNA excepto el transcrito ND6 que 
depende de FASTKD4. Así que a la luz de los hallazgos científicos hasta ahora realizados 
los miembros de la familia de proteínas FAST tienen funciones específicas y esenciales en 
el metabolismo RNA postranscripcional y la biogénesis ribosomal para contribuir con el 
correcto funcionamiento de la respiración mitocondrial y por ende de la función esencial 
de las mitocondrias que es la producción de energía. Casi todas las células de un organismo 
tienen mitocondrias y cuando se produce un daño, deterioro o disfunción mitocondrial 
afecta a todo el organismo. 
 
Las enfermedades mitocondriales causan el mayor daño a órganos con requerimientos 
energéticos altos y con mayor dependencia del metabolismo mitocondrial como el cerebro, 
el corazón, el hígado, el músculo esquelético, el páncreas y el riñón; así que el espectro 
clínico y la edad de comienzo de las enfermedades mitocondriales varían ampliamente. Las 
enfermedades mitocondriales siguen siendo las grandes desconocidas ya que pueden estar 
causadas por mutaciones heredadas o adquiridas en el DNA mitocondrial, por mutaciones 
en genes nucleares que codifican para proteínas implicadas en el correcto funcionamiento 
de la mitocondria o bien por causas tóxicas. La implicación de la disfunción mitocondrial 
en las enfermedades clínicas ya conocidas ó en las enfermedades raras sigue en intenso 
proceso de investigación . En efecto, se ha evidenciado que en varias enfermedades 
autoinmunes, como lupus y artritis reumatoide, los niveles de mRNA de FAST están 
elevados (80), (81). En cáncer de páncreas, cáncer epitelial de ovario y astrocitoma 
también hay sobreexpresión de FAST (83), (84) y (84). Por el contrario, la ausencia de 
FAST en los gránulos de estrés citoplasmáticos disminuye la producción de mediadores 
proinflamatorios (78) así como disminuyen los signos inflamatorios en un modelo murino 
de artritis (82). 
 
Sin lugar a dudas, el mejor conocimiento de los mecanismos biológicos de esta nueva 
familia de proteínas mitocondriales contribuirá al mejor entendimiento de la patogenia de 
enfermedades mitocondriales heredadas y adquiridas. Asimismo, nuestros estudios de 
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aclaramiento bacteriano y su relación con la respiración mitocondrial permitirán un mejor 
conocimiento de la interrelación entre el sistema endocrino - metabólico y el sistema 
inmune innato y determinará el mecanismo biológico por el cual FAST modula la 
fagocitosis lo que podría identificar nuevas dianas terapéuticas para el control de las 
infecciones y sus efectos celulares.  
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CONCLUSIONES 
 
1. La ausencia de FAST provoca incremento de la fagocitosis bacteriana en 
macrófagos peritoneales de ratón tanto in vitro como in vivo. 
2. Los macrófagos FAST KO tienen aumentado el contenido de la F-actina 
durante la fagocitosis. 
3. FAST no modifica ni la maduración celular ni la expresión de los receptores 
TLR2 y TLR4. 
4. El silenciamiento de FAST también provoca incremento de la fagocitosis en 
macrófagos humanos. 
5. FAST no modifica la producción de ROS celular. 
6. La actividad bactericida de los macrófagos es independiente de FAST. 
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SUGERENCIAS 
 
 Explorar si la fagocitosis de otros restos celulares está alterado (hongos, células 
muertas, células infectadas) en ausencia de FAST.  
 Generar células KO para cada uno de los homólogos de FAST en células THP-1 
mediante un método de ingeniería genética de reciente introducción; y así estudiar 
la función de todos los genes de la familia en la capacidad fagocítica de los 
macrófagos y su importancia en la cadena respiratoria mitocondrial. El método 
consiste en una novedosa técnica de manipulación genética basada en el sistema 
inmune procariota CRISPR/Cas, considerada como uno de los descubrimientos más 
importantes de 2013. El sistema CRISPR/Cas de las bacterias permite detectar la 
secuencia genética que el fago ha infectado, cortarla y sustituirla por fragmentos de 
DNA sanos y operativos y también incorporar en su propio DNA fragmentos del 
DNA exógeno/material genético exógeno con el objeto de que sirvan de guía para 
evitar futuras invasiones. Este sistema procariota que ofrece increíbles aplicaciones 
médicas se ha comenzado a utilizar muy recientemente en células eucariotas para la 
generación de células y animales transgénicos (135), (136).  
 Comprobar si las características estructurales de las bacterias gram negativas y 
gram positivas y/o los mecanismos de defensa pueden explicar las diferencias en la 
fagocitosis de las mismas.  
 Comprobar si el aumento de F-actina  en los macrófagos KO se debe sólo a un 
aumento de la actividad fagocítica o hay otros mecanismos que estimulan un 
aumento de la cantidad.  
 Estudiar los cambios de la expresión génica de FAST y sus homólogos en células 
mononucleares periféricas de pacientes con septicemia bacteriana y estudiar su 
posible valor como marcadores pronósticos. 
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ANEXOS 
 
Anexo A-1 
 
Ubicación y límites de las secuencias de direccionamiento mitocondrial y los dominios 
FAST_1, FAST_2 y RAP en proteínas FAST y FASTKD humanos. 
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Anexo A-2 
 
Alineación de la secuencia de aminoácidos de las proteínas humanas FAST y FASTKD1-
5. Los residuos están coloreados según el tipo: aminoácido polar no cargado (verde), 
aminoácido ácido (rojo), aminoácido básico (azul) y aminoácido no polar (amarillo).  
 
FAST            ------------------------------------------------------------ 
FASTKD1         MKKTPVFLESLVTNMLRLRAICPFSWRVFQFRPISCEPLIIQMNKCTDEEQMFGFIERNK 60 
FASTKD2         ---------------------------MLTTLKPFGSVSVESKMNNKAGSFFWNLRQFST 33 
FASTKD3         ------------------------------------------------------------ 
FASTKD4         ------------------------------------------------------------ 
FASTKD5         -----------------------------------------------------MAATLKS 7 
 
 
FAST            --------------------------------------MLRVLLSAQT----------SP 12 
FASTKD1         AILSEKQVGCAFDMLWKLQKQKTSLLKNAEYVRDHPQFLTLHNLATNKFKLMNDDTLVNV 120 
FASTKD2         LVSTSRTMRLCCLGLCKPKIVHSNWNILNNFHNRMQSTDIIRYLFQDAFIFKSDVGFQTK 93 
FASTKD3         ----------------------MALITLRKNLYRLSDFQMHRALAALKNKPLNHVHKVVK 38 
FASTKD4         ----------------------------------MAAHLVKRCTCLLR----------EA 16 
FASTKD5         LKLVRYRAFCSPSAFGAVRSVSYWNVSSTQHGGQDPPEHISLCHSAKKVKNICSTFS-SR 66 
 
 
FAST            ARLSGLLLIPP----------VQPCCLGPSKWGDRPVGGGPSAGPVQGLQRLLEQAK--- 59 
FASTKD1         LYVTQQFAGEAHDPLVEALVTEAWRRLERFDIKLLSEFSSCLADQHLYFSPLMGKIADIV 180 
FASTKD2         GISTLTALRIERLLYAKRLFFDSKQSLVPVDKSDDELKKVNLNHEVSNEDVLTKETKPNR 153 
FASTKD3         ERLCPWLCSRQPEPFGVKFHHAHCKKFHSKNGNDLHPLGGPVFSQVSDCDRLEQNVKNEE 98 
FASTKD4         ARQAPAMAPVG----RLRLAWVAHKTLTSSATSPISHLPGSLMEPVEKERASTPYIEKQV 72 
FASTKD5         RILTTSSAHPGLEFSKTSSSKASTLQLGSPRATGVDEEDVEVFDSFENMRVFLQLRPEYR 126 
                                          :                                  
 
FAST            ------------SPGELLRWLGQNPSKVRAHHYSVALRRLGQLLGSRPRP---------- 97 
FASTKD1         HRNLET-----TQDLSSLSVLMVNISSLISRHFQQQLVNKTELLFDTIDSSEVNVAKSIA 235 
FASTKD2         ISSRKLS--EECNSLSDVLDAFSKAPTFPSSNYFTAMWTIAKRLSDDQKR---------- 201 
FASTKD3         SQMFYRRLSNLTSSEEVLSFIS-TMETLPDTMAAGALQRICEVEKKDGDQG--------- 148 
FASTKD4         DHLIKK----ATRPEELLELLG-GSHDLDSNQAAMVLIRLSHLLSEKPED---------- 117 
FASTKD5         VHSYNASETSQLLSVSEGELILHKVRVNQNNLQAQVIVDYLCKLSSLPAEQ--------- 177 
                               .                    :        .               
 
FAST            ------PPVEQVTLQDLSQLIIRNCPSFDIHTIHVCLHLAVLLGFP-------------- 137 
FASTKD1         KFLRNVRYRYQPLLERCNNVFLSNVDHLDLDSISKILSVYKFLQFNSFEFIIMAKKKLTE 295 
FASTKD2         --FEKRLMFSHPAFNQLCEHMMREAKIMQYKYLLFSLHAIVKLGIP-------------- 245 
FASTKD3         ---LPKEILENSIFQALCFQFEKEPSQLSNTSLVTALQALILLHVD-------------- 191 
FASTKD4         ----KGLLIQDAHFHQLLCLLNSQIASVWHGTLSKLLGSLYALGIP-------------- 159 
FASTKD5         ----HPVLLGSTSFALLCQLSVKKIQLFDTQDLINVLKAFVILGIP-------------- 219 
                             :         :   .    :   *     * .                
 
FAST            ---------------SDGPLVCALEQERRLRLPP-------------------------- 156 
FASTKD1         MIPLCNHPASFVKLFVALGPIAGPEEKKQLKSTMLLMSEDLTGEQALAVLGAMGDMESRN 355 
FASTKD2         ---------------QNTILVQTLLRVTQERINECDEICLSVLSTVLEAMEPCKN----- 285 
FASTKD3         ---------------PQSSLLLNLVAECQNRLRKGGMEVRNLCILGESLITLHSSGCVTL 236 
FASTKD4         ---------------KASKELQSVEQEVRWRMRK--LKYKHLAFLAESCATLSQE--QHS 200 
FASTKD5         ---------------HSHSMLDVYETKCCHQVWEMNMDQLLLVADLWRYLG------RKV 258 
                                    :         :                              
 
FAST            -------------------------------------------------------KPPPP 161 
FASTKD1         SCLIKRVTSVLHKHLDGYKPLELLKITQELTFLHFQRKEFFAKLRELLLSYLKNSFIPTE 415 
FASTKD2         -VHVLRTGFRILVDQQVWKIEDVFTLQVVMKCIGKDAPIALKRKLEMKALRELDRFSVLN 344 
FASTKD3         ELIINQLQGEKLETFTPEDIVALYRILQACTEKVDEHQTFLNKINNFSLSIVS-NLSPKL 295 
FASTKD4         QELLAELLTHLERRWT--EIEDSHTLVTVMMKVGHLSEPLMNRLEDKCLELVE-HFGPNE 257 
FASTKD5         PRFLNIFSSYLNLHWKDLSLSQLVHLIYVIGENRQVSQDLMQKLESLILKYID-LINLEE 317 
 
 
FAST            LQPLLRGGQGLEAA---------------------------------------------L 176 
FASTKD1         VSVLVRAISLLPSPHLDEVGISRIEAVLPQCDLNNLSSFATSVLRWIQHDHMYLDNMTAK 475 
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FASTKD2         SQHMFEVLAAMNHR---------------------------------------------- 358 
FASTKD3         ISQMLTALVVLDQS---------------------------------------------Q 310 
FASTKD4         LRKVLVMLAAQSR----------------------------------------------R 271 
FASTKD5         VGTICLGFFKSSTN---------------------------------------------L 332 
 
FAST            SCPRFLRYPRQHLISSLAEAR-------------------------------PEELTPHV 205 
FASTKD1         QLKLLQKLDHYGRQRLQHSNSLDLLRKELKSLKGNTFPESLLEEMIATLQHFMDDINYIN 535 
FASTKD2         SLILLDECSKVVLDNIHGCPLRIMINILQSCKDLQYHNLDLFKGLADYVAATFDIWKFRK 418 
FASTKD3         AFPLIIKLGKYVVRHVPHFTNEELRRVLEAFIYFGHHDTFFTKALEHRVAAVCLTLDPEV 370 
FASTKD4         SVPLLRAISYHLVQKPFSLTKDVLLDVAYAYGKLSFHQTQVSQRLATDLLSLMPSLTSGE 331 
FASTKD5         SEFVMRKIGDLACANIQHLSSRSLVNIVKMFRFTHVDHINFMKQIGEIAPQRIPSLGVQG 392 
                    :                                                        
 
FAST            MVLLAQHLARHRLREPQLLEAIAHFLVVQETQLSSKVVQKLVLPFGRLN--YLP--LEQQ 261 
FASTKD1         VGEIASFISSTDYLSTLLLDRIASVAVQQIEKIHPFTIPAIIRPFSVLN--YDPPQRDEF 593 
FASTKD2         VLFILILFENLGFRPVGLMDLFMKRIVEDPESLNMKNILSILHTYSSLNHVYKCQNKEQF 478 
FASTKD3         VCRVMEYCSRELILSKPILNAVAETFVCQTEKFSPRQISALMEPFGKLN--YLPPNASAL 428 
FASTKD4         VAHCAKSFALLKWLSLPLFEAFAQHVLNRAQDITLPHLCSVLLAFARLN--FHPDQEDQF 389 
FASTKD5         VMHLTLYCSALRFLNEGVMNAVAASLPPRVAHCRSKDVAKILWSFGTLN--YKPPNAEEF 450 
                :                ::: .               :  :: .:. **  :     .   
 
FAST            FMPCLERILAREAGVA--PLATVNILMSLCQLRCLPFRALHFVFSPGFINYISG--TPHA 317 
FASTKD1         LGTCVQHLNSYLGILD--PFILVFLGFSLATLEYFPEDLLKAIFNIKFLARLDSQLEILS 651 
FASTKD2         VEVMASALTGYLHTIS--SENLLDAVYSFCLMNYFPLAPFNQLLQKDIISELLTSDDMKN 536 
FASTKD3         FRKLENVLFTHFNYFP--PKSLLKLLHSCSLNECHPVNFLAKIFKPLFLQRLQGKESHLD 486 
FASTKD4         FSLVHEKLGSELPGLE--PALQVDLVWALCVLQQAREAELQAVLHPEFHIQFLGGKSQKD 447 
FASTKD5         YSSLISEIHRKMPEFNQYPEHLPTCLLGLAFLEYFPVELIDFALSPGFVRLAQERTKF-- 510 
                     . :      .   .        . .  .      :   :   :             
 
FAST            L----IVRRYLSLLDTAVELELPGYRGPRLPRRQQVPIFPQPLITDRARCKYSHKDIVAE 373 
FASTKD1         PSRSARVQFHLMELNRSVCLECPEFQIPWFHDR-----FCQQYNKGIGGMDGTQQQIFKM 706 
FASTKD2         A-------YKLHTLDTCLKLDDTVYLRDIALSLP-----QLPRELPSSHTNAKVAEVLSS 584 
FASTKD3         T----LSRAQLTQLFLASVLECPFYKGPKLLPKYQVKSFLTPCCSLETPVDSQLYRYVKI 542 
FASTKD4         Q----NTFQKLLHINATALLEYPEYSGP-LLPASAVAPGPSALDRKVTPLQKELQETLKG 502 
FASTKD5         -----DLLKELYTLDGTVGIECPDYRGNRLSTHLQQEGSELLWYLAEKDMNSKPEFLETV 563 
                          *  :     :: . :                         .          
 
FAST            GLRQ-LLGEE-KYRQDLTVPPGYCTDFLLCASSS-GAVLPVR------------------ 412 
FASTKD1         -LAE-VLGGINCVKASVLTPYYHKVDFECILDKR-KKPLPYG------------------ 745 
FASTKD2         -----LLGGEGHFSKDVHLPHNYHIDFEIRMDTNRNQVLPLS------------------ 621 
FASTKD3         GLTN-LLGARLYFAPKVLTPYCYTIDVEIKLDEE-GFVLPS------------------- 581 
FASTKD4         -----LLGSADKGSLEVATQYGWVLDAEVLLDSD-GEFLPV------------------- 537 
FASTKD5         FLLETMLGGPQYVKHHMILPHTRSSDLEVQLDVN-LKPLPFNREATPAENVAKLRLEHVG 622 
                     :**        :        *     .                             
 
FAST            ------TQDPFLPYPPRSCPQGQAASS---------------------------------- 433 
FASTKD1         ------SHNIALGQLPEMPWESNIEIVG--------------------------------- 767 
FASTKD2         ------------------DVD---------------------------------------- 624 
FASTKD3         ------------------------------------------------------------- 584 
FASTKD4         -------RDFVAPH------LAQPTGS---------------------------------- 551 
FASTKD5         VSLTDDLMNKLLKGKARGHFQGKTESEPGQQPMELENKAAVPLGGFLCNVADKSGAMEMAG 683 
 
 
FAST            ----ATTRDPAQRVVLVLRERWHFCRDGRVLLGSRALRERHLGLMGYQLLPLPFEELE-- 487 
FASTKD1         ----SRLPPGAERIALEFLDSKALCRNIPHMKGKSAMKKRHLEILGYRVIQISQFEWNSM 823 
FASTKD2         ----TTSATDIQRVAVLCVSRSAYCLGSSHPRGFLAMKMRHLNAMGFHVILVNNWEMD-- 678 
FASTKD3         ----TANEDIHKRIALCIDGPKRFCSNSKHLLGKEAIKQRHLQLLGYQVVQIPYHEIG-- 635 
FASTKD4         ----QSPPPGSKRLAFLRWEFPNFNSRSKDLLGRFVLARRHIVAAGFLIVDVPFYEWL-- 605 
FASTKD5         LCPAACMQTPRMKLAVQFTNRNQYCYGSRDLLGLHNMKRRQLARLGYRVVELSYWEWLPL 743 
                            ::..                *   :  *::   *: :: :   *     
 
FAST            SQRGLPQLKSYLRQKLQALGLRWGPEGG----- 515 
FASTKD1         ALSTKDARMDYLRECIFGEVKSCL--------- 847 
FASTKD2         -KLEMEDAVTFLKTKIYSVEALPVAAVNVQSTQ 710 
FASTKD3         MLKSRRELVEYLQRKLFSQNTVHWLQE------ 662 
FASTKD4         ELKSEWQKGAYLKDKMRKAVAEELAK------- 631 
FASTKD5         LKRTRLEKLAFLHEKVFTSAL------------ 764 
:*:  : 
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Anexo A-3 
 
Alineación de la secuencia de aminoácidos de las proteínas FAST y FASTKD1-5 humana 
(Hsa), ratón (Mmu), pollo (Gga),  y pez cebra (Dro). Los residuos están coloreados según 
el tipo: aminoácido polar no cargado (verde), aminoácido ácido (rojo), aminoácido básico 
(azul) y aminoácido no polar (amarillo). 
 
1 
Hsa FAST     ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
Mmu FAST     ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
Gga FAST     ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
Dre FAST     ------MLGLPVRFSLVASRRFSSPHQPSCLLSLGALASMYTTRMYSSGGGKPGRRIGLMGGGPPMLENH 
Hsa FASTKD1  ---------- ---------- ---------- ---------- -MLRLRAICPFSWRVFQFRPISCEPLIIQM 
Mmu FASTKD1  ---------- ---------- ---------- ---------- -MFRLRSISLLSWRAFPLRPFSCESLITQM 
Gga FASTKD1  ---------- ---------- ---------- ---------- -MLCLRQVCLSALRRYQARTLSSDLLLSQI 
Hsa FASTKD2  ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
Mmu FASTKD2  ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
Gga FASTKD2  ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
Dre FASTKD2  ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
Hsa FASTKD3  ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
Mmu FASTKD3  ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
Gga FASTKD3  ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
Dre FASTKD3  ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
Hsa FASTKD4  ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
Mmu FASTKD4  ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
Gga FASTKD4  ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
Dre FASTKD4  ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
Hsa FASTKD5  ---------- ---------- ---------- ---------- ---------MAATLKSLKLVRYRAFCSPSA 
Mmu FASTKD5  MALVVCRRFTGSFCGTFPCPPLMKPRQTRTCDFALTAKKIS----TDSRMSAALKLLEPLKYKAPCNP-A 
Gga FASTKD5  MATVLIRRRFPRLSRVTTFLTTAKCKAERESNKSKQKEENPETPNSRPESTATIQLLDPSDYRVLYNPSA 
Dre FASTKD5  ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
 
 
 
            71 
Hsa FAST     ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
Mmu FAST     ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
Gga FAST     ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
Dre FAST     HHHHHPLHPHVHQPQSYPAVYPARLDAHRPHYQTHQHYHTHPPPVAHLPPPHYQPHAHLHHSKKKTWNFI 
Hsa FASTKD1  NKCTDEEQMFGFIERNKAILSEKQVGCAFDMLWKLQKQKTSLLKNAEYVRDHPQFLTLHNLATNKFKLMN 
Mmu FASTKD1  QKCTNEEQVFDLIETNTATLSEQQVGCAFNVLWQFQKQKTVLEKNVDHVRNHPQFLTLCSITTNHIPAMS 
Gga FASTKD1  NNCTHEDEVFSLVGRNKARLSEKHVGIALNVLWQLQKKKPLLLRTSDYVRNHSQFLTLCFLAENKVEHMD 
Hsa FASTKD2  -------MLTTLKPFGSVSVESKMNNKAGSFFWNLR-QFSTLVSTSRTMRLCCLGLCKPKIVHSNWNILN 
Mmu FASTKD2  ---------- ---------- ---MNSKARSLLWTIR-RFSTLLPRSRALRIDPLGTCRPEVIHSKWNPRN 
Gga FASTKD2  ---------- ---------- ----MGYLLNAVRYLR-RCSPVPRPSAPTSRHVVWTGRHRDCLDNTNCRT 
Dre FASTKD2  ---------- ----MNVYKSGLDMLRLALKSTSPWKCDSFIRTQASSCYKIISIVASPQLGRKNTHSFKQ 
Hsa FASTKD3  ---MALITLRKNLYRLSDFQMHRALAALKNKPLNHVHKVVKERLCPWLCSRQPEPFGVKFHHAHCKKFHS 
Mmu FASTKD3  ---MAFITLRRAFCHKSILWIPGAVVALKIHPASHAPKAVTDRLSVCFCSLQPELFRVRFHHAYCKNFHS 
Gga FASTKD3  ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- -------MQS 
Dre FASTKD3  --MVTLFPMAKTLALRLRVLSLLDYQILKACAGKPLSSPFLQTYTGCFPTCSFHSARAVCTTERDPLFLA 
Hsa FASTKD4  ---------- ---------- ------MAAHLVKRC----- -TCLLREAARQAPAMAPVGRLRLAWVAHKT 
Mmu FASTKD4  ---------- ---------- ------MAVRLMKRC----- -TCLLREATRLVPTVAPVGRLRLAGVSCKT 
Gga FASTKD4  ---------- ---------- ------MAARLVQRCCWRHLATFTCSPAAATAALLLPSGKASAARALPHP 
Dre FASTKD4  ---------- ---------- ------MTTRLLCRWAR--- -WFPRSPRTATASARLQTSTVHHTEPLCLM 
Hsa FASTKD5  FGAVRSVSYWNVS-STQHGGQDPPEHISLCHSAKKVKNICSTFSSRRILTTSSAHPGLEFSKTSSSKAST 
Mmu FASTKD5  YRAAQSVAHWHMGNITPHGGQTLPECNSSCHLARKVKNVGGTTLPRRTFTASSAHLGLEFNKASTLNAST 
Gga FASTKD5  YAKSRAASQQSAARSCSQALTD----DSTNTGTSKVQHTFTTTSAQALPPVRNALPKPKPHLKQTIPAR- 
Dre FASTKD5  ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
 
 
 
           141 
Hsa FAST     ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
Mmu FAST     ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
Gga FAST     ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
Dre FAST     HEKMSYDTFFTMKRLIDRSRSVDEVLRWVTQNPGKISHNHYPIALQKIGQLLVLHQAGGQAG-------- 
Hsa FASTKD1  DDTLVNVLYVTQQFAGEAHDPLVEALVTEAWRRLERFDIKLLSEFSSCLADQHLYFSPLMGKIADIVHRN 
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Mmu FASTKD1  DATLVDVLYSIKQFAVESHHPLIEALVTEAWKRLERFDTNVLSIFSTCLADQHLYFSPLMGKIADIVNRR 
Gga FASTKD1  NETIVDTLYSVLRLSVESHDSLAGVLVTEAWKRLESLSLPALSKFALCLHKQHRHFSPLTGKIAHLVDMK 
Hsa FASTKD2  NFHNRMQS-- TDIIRYLFQDAFIFKSDVG- FQTKG-ISTLTALRIERLLYAKRLFFDSKQSLVPVDKSDD 
Mmu FASTKD2  HRLNVFDEGLQPSVRYLFQDIFISKSVDGCIQTKG-ISHSAVFKPDRLLCPRRLSFDAKHSFVSDGTSDH 
Gga FASTKD2  LFLNAFPSLRGSPLRFLSHKADAFGVGDEVQQEKSREAAVSEQAPQSSLELEKLEGDAQSFRVKAALDEN 
Dre FASTKD2  IRFYSQHSSQDAVDLQVKQTTEAFEVSDQADSTPFSAHLQKCSCPTDVLDAVKQFPASQND--------- 
Hsa FASTKD3  KNGNDLHPLGGPVFSQVSDCDRLEQNVKNEESQMFYRRLSNLTSSEEVLSFISTMETLPD ---------- 
Mmu FASTKD3  EKGNDFHPVGEPWSSQAQEWNQPGQSLQNEDEEMLFRRLSYFTSFEEVLSFISALDTLPV ---------- 
Gga FASTKD3  LSVNETVHLCGDTGSSAQARER------WMDEQVFFRTLKSLHTSQEIFKFLRCLEVMSD ---------- 
Dre FASTKD3  SGSVRPYQELCLSGSGLSLMHYLS----SNEDHAFMKRLSSCSTSQQVLHLLRSYSVLSS ---------- 
Hsa FASTKD4  LTSSATSPISHLPGSLMEPVEKERASTPY- IEKQVDHLIKKATRPEELLELLGGSHDLDS ---------- 
Mmu FASTKD4  LTSSVSSPSS ---GSLAELLGKEQVFTPYPEHQELDFLIEKASRPEQLLELLGSDHSLHH ---------- 
Gga FASTKD4  PPASIHTSVPSTWNADRFSVKEQVEENSNSEHRVILNLIEAATSPQELFQLG-ELHSLNS ---------- 
Dre FASTKD4  TLSWIRPSVRH--LCQGNELAKIDEGTVPYERTKLIKLVEKASTPDEVLQLW-DQHGGTG ---------- 
Hsa FASTKD5  LQLGSPRATGVDEEDVEVFDSFENMRVFLQLRPEYRVHSYNASETSQLLSVSEGELILHKVR-------- 
Mmu FASTKD5  LHPDSSSAGGG-EEDVEVFDSFEGTRVFLKLRPEYQLHSYNRSDTHQPIAASEVELILHKVT-------- 
Gga FASTKD5  LSAAQTRKEEAEMDKAEMHDSKEDPRMFQQGRPEYRTLSYDKFEPIEALPPEEGDSILHSIP-------- 
Dre FASTKD5  ---------- ---------- ---------- -------MTHDISQRSSTSDLNEALVILNKVT-------- 
 
 
 
           211 
Hsa FAST     ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
Mmu FAST     ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
Gga FAST     ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
Dre FAST     ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
Hsa FASTKD1  LETTQDLSSLSVLMVNISSLISRHFQQQLVNKTELLFDTIDSSEVNVAKSIAKFLRNVRYRYQPLLERCN 
Mmu FASTKD1  LETIQDLRALSVLMVSISSLISPCFQERLVIRTELLFDTVNSSKVNIARRILLFLRNVKYSHYPLLERCN 
Gga FASTKD1  LDSIQDIRILSVLMISVSDVISRSFQDRLLQKVDQLLG-- EGVHFNYAKRIVQFLQLSKLTHSPLLEKCN 
Hsa FASTKD2  ELKKVNL--- ---------- ---------- ---------- -NHEVSNEDVLTKETKPNRISSRKLSEECN 
Mmu FASTKD2  DLKKINF--- ---------- ---------- ---------- -HHTSS-EDVFTKKVRPTPVNYKKLAQECN 
Gga FASTKD2  ---------- ---------- ---------- ---------- -------EQFFNR------- -----LHTCA 
Dre FASTKD2  ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
Hsa FASTKD3  ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
Mmu FASTKD3  ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
Gga FASTKD3  ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
Dre FASTKD3  ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
Hsa FASTKD4  ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
Mmu FASTKD4  ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
Gga FASTKD4  ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
Dre FASTKD4  ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
Hsa FASTKD5  ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
Mmu FASTKD5  ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
Gga FASTKD5  ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
Dre FASTKD5  ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
 
 
 
           281 
Hsa FAST     ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---MLRVLLS 
Mmu FAST     ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---MLRILLS 
Gga FAST     ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- -MWKDKLLSH 
Dre FAST     ---------- --------GAAGGGAGEGVLAASSAAGGSGENTVRQILDNQDFQTLCDAIVNDCSKFDNF 
Hsa FASTKD1  NVFLSNVDHLDLDSISKILSVYKFLQFNSFEFIIMAKKKLTEMIPLCNHPASFVKLFVALGPIAGPEEKK 
Mmu FASTKD1  QVFIRNMSHLDLESISKILNLYQFLQFHSFEFVEAARGRLAEMTLPSDHPESFVRLFAALGPVARPEIKK 
Gga FASTKD1  KIFLKSTSHLDLDNISLIFGLYEQLGFDNAEFRLTAKQLLSESVDDYCDPEAFAKLFFVLGPMAESKVRE 
Hsa FASTKD2  -SLSDVLDAFSKAPT--FPSSNYFTAMWTIAKRLSDDQKRFEKRLMFSHP -AFNQLCEHMMREAKIMQYK 
Mmu FASTKD2  -SLSDVLDTFSKAPT--FPGSNYFLAMWIIAKRISEDKRRFERQLMFSHP -AFNQLCEQMMREAKIMHYD 
Gga FASTKD2  -CPSDVLDLASESAVSIKQFTNCLTTIWKLLRSMSDDQRRYEKRLVFEHP -AFVRLCQQLLRDSRRMTRG 
Dre FASTKD2  ---------- ---------LSSIFSRMRESTKKMTAEQQRCELQLMFEHP -GFREVCERVVSDAWRMRCD 
Hsa FASTKD3  ---------- ---------- TMAAGALQRICEVEKKDGDQGLPKEILENS -IFQALCFQFEKEPSQLSNT 
Mmu FASTKD3  ---------- ---------- PLAMAALLRICEIGRRDGEQRLPEGVLENR -AFQALCLRCERDPSHLTNA 
Gga FASTKD3  ---------- ---------- IMASGALQRICEVEVDGDGLKNPEDVLENE -VFRALCFQFEFESSKLSNT 
Dre FASTKD3  ---------- ---------- AVAASILHRLADLEHDAPEKS--WSYLSDV -AFNKLCQRLEDNSAELENE 
Hsa FASTKD4  ---------- ---------- --NQAAMVLIRLSHLLSEKPEDKGLLIQDA -HFHQLLCLLNSQIASVWHG 
Mmu FASTKD4  ---------- ---------- --NHAALILIRLSYLLSEKPKEKALLAEDA -RFQRLVKLVDSQITCVWHG 
Gga FASTKD4  ---------- ---------- --NQASLVVTRLSRLAVEKKLETGDILQDE -RFQQLIEIVDSQISQVWNN 
Dre FASTKD4  ---------- ---------- --SEAARCLIQLNLRVVEKGSKG--VLLDP -RCKSMQDTLNTQLSTVWNG 
Hsa FASTKD5  ---------- --------VNQNNLQAQVIVDYLCKLSSLPAEQHPVLLGSTSFALLCQLSVKKIQLFDTQ 
Mmu FASTKD5  ---------- --------FYQNKLQPEVITNYFYKLSSLPAEQNSVLLSSNSFALLCQLSVKNIQLFNTS 
Gga FASTKD5  ---------- --------ISKGSHSPGTVTDYFCKLSHLPVEQHAELMIDHRFNTLCCCAIENIQSFSTS 
Dre FASTKD5  ---------- --------ILKNNMGASDITSFLHKLSQIPLKDTAVVRRDPRFSMLLQYSVAIIHTFTPQ 
  
FAST Y FAGOCITOSIS BACTERIANA Página 142 
 
 
 
 
           351 
Hsa FAST     AQTSPARLSGLLL-IP---PVQPCCLGPSKWGDR--PVGGGPSAGPVQGLQRLLEQAKSPG-ELLRWLGQ 
Mmu FAST     AQTSPARLSGLLL-IP---PVQPCCLGPSKSGDR--PFGGGP----VQGLQRLLEQARSPG-ELLRWLSQ 
Gga FAST     TGSSCFSLVLTLR-LPGESPLVRVLEDESRNRLG--RFNQKDVSMVFSSVMRLHPSSPHPL-VESCLSSL 
Dre FAST     SIVNCLYAVAALG-LPSDSQIVQVLEEESQARLS--QFNQKDISMVFSSSMKLHPSSQHPL-IESCLAGL 
Hsa FASTKD1  QLKSTMLLMSEDL-TGEQALAVLGAMGDMESRNS--CLIKRVTSVLHKHLDGYKPLELLKITQELTFLHF 
Mmu FASTKD1  QLKSTILLLSEEL-SSQQALIVLGAMEDMESRNS--HLLKKIVSVLYKHLDNYKSIELLKIIQALTFLHF 
Gga FASTKD1  RLLATAALIAEEF-SSHQALVILKTMQKMKCRHS--QLLEKMVSVLHRHLDSYHVLQLVKLTQCLVLLHC 
Hsa FASTKD2  YLLFSLHAIVKLG-IPQNTILVQTLLRVTQERIN--ECDEICLSVLSTVLEAMEPCKNVHVLRTG-FRIL 
Mmu FASTKD2  HLLFSLNAIVKLG-IPQNTLMVQTLLRTIQERIN--ECDERCLSILSTALVSMEPCMNVNALRAG-LRIL 
Gga FASTKD2  DLVFSLHAVVNLG-VPQNTLLVQTLLRVCQEKLN--QLDNRCMSVLATTLAGMDEDKNVSALQAG-LQLL 
Dre FASTKD2  DLAYTLLAIINLG-VSQHTRIVQTLLRVVQERLN--QFDNRSLSVLAAGIQQMENGNNVQALREALGLLL 
Hsa FASTKD3  SLVTALQALILLH-VDPQSSLLLNLVAECQNRLRKGGMEVRNLCILGESLITLHSSGCVTLELIINQLQG 
Mmu FASTKD3  GLVTALQSLLTLLPADPQSSLMLSLVAECQRRLQRGNLEVHHLCVLGESLAMLQGASCETLKLVVRQLQS 
Gga FASTKD3  GLLNALQALIRLR-IDPHSTLIASLLSECEERLANRKLTVDSLCSLGESLLELEVPSCAMLEQIVSHMQE 
Dre FASTKD3  VLVGALLSCTRLY-LGSRSSLVLRLVLECQKRLDSEKLNVKVLCGISRASFALEGHDSGLVKQAMSQLQK 
Hsa FASTKD4  TLSKLLGSLYALG-IPKASKELQSVEQEVRWRMR--KLKYKHLAFLAESCATLSQEQHSQELLAE-LLTH 
Mmu FASTKD4  TLVKLLRSLYTLV-LPQISKELQSVEQEVRWRLR--RLKYKHLVFLAESCASFMKEQHSQELLAE-LLMH 
Gga FASTKD4  TLVGLLKSLYSLG-MESSSREMQSVEHEVLWRLR--RLSFRQLASLAEFLAVKQGKES-- KLLSE-VIKK 
Dre FASTKD4  SLVGLLRTLTMLG-LPAHAPLLGAIQNEVLWRIR--RLSYRHLSYLADWVAFQRKMGYENEVLTSTLLKQ 
Hsa FASTKD5  DLINVLKAFVILG-IPHSHSMLDVYETKCCHQVW--EMNMDQLLLVADLWRYLGRKVPRFLNIFSSYLNL 
Mmu FASTKD5  DLISILKAFVDLR-IPPSLSMLDVYETRFCHQVW--EMTLDQLLLVADLWRNLGRRVPRFFKIFFSYLNL 
Gga FASTKD5  ELIDILKACVRLV-VPPTHPVLNACENEFCRRVW--DMNLDQLLLVADCWRCLGRSVPSYLSILFSYANM 
Dre FASTKD5  QLLDILKAFVNLD-LPRSHSVLASYEAEFCEQAS--EMNLHQLLLAADLWRCLVRNVPKYLKKLYDNVSQ 
 
 
 
           421 
Hsa FAST     NPSKVRAHHYSVALRRLGQLLGS----RPRPPPVEQVTLQDLS--QLIIRNCPSFDIHTIHVCLHLAVLL 
Mmu FAST     NPTKVRAHHYPVALRRLGQLLVS----QPRPSPVEQATLQDLS--QLIIRNCPSFDVHTIHVCLHLAVLL 
Gga FAST     ERHLEKERHPQTLFLLLSYYRLR----AQALQG-HPASDQQLINNRKILRLVRHTLGQVSAMREHELALL 
Dre FAST     EKNIERERHPQTLFLLLSYYRTK----WRALRAADTASPEQLVVNRKILRLVKHTLASVSSVRDHEMALL 
Hsa FASTKD1  QRKEFFAKLRELLLSYLKNSFIP--TEVSVLVRAISLLPSPHLDEVGISRIEAVLPQCDLNNL-SSFATS 
Mmu FASTKD1  QSKELFMKLRELLLSRLEASVIP--SEISVLVSALSMLPHPHLSETAVSRIEAVLPQCDFREL-NDLVVY 
Gga FASTKD1  RDQELFAKLKMLLLGFLKSSVIP--SDTAAIIRTLAILPSSQVEEVIINKATAVLPQCRLQDL-SCIATA 
Hsa FASTKD2  VDQQVWKIEDVFTLQVVMKCIGK--DAPIALKRKLEMKALRELDRFSVLNSQHMFEVLAAMNH-RSLILL 
Mmu FASTKD2  VDQQVWNIKHVFTLQTVMKCIGK--DAPSALKKKLEMKALKELGRFSILNSQHMFEVLAAMDL-RSVVLL 
Gga FASTKD2  VEQRLPSIRDIFILQNLMKCMGK--DAPVFLKKKLEMAVLREIDHLTYPNAHRVFLGLVAMNY-CSIPVL 
Dre FASTKD2  KDR-VPEISNVVVLQNMMRAMGK--NSPKELKMQLAIKTLSLADEFSPPNTQYVFLSLAAMDL-NFKPLL 
Hsa FASTKD3  EKLETFTPEDIVALYRILQACTEKVDEHQTFLNKINNFSLSIVSNLSPKLISQMLTALVVLDQSQAFPLI 
Mmu FASTKD3  KSVETFAPEEITSVYRILQVCPEEVDKHQMFLNTLNNFSISVVPYLSPKSISHVLTALVALDQTHALPLL 
Gga FASTKD3  KDIENWSPREMAMVYKILQVVVGEREQYRDLLNRMNSATLTIAYQLCPKFTSAILNSLVALHQTQVVPLI 
Dre FASTKD3  TETAQWKAAELVAVYCMLATGLAEDVLYQDLLNEMNAQALRLVHQMDPEAVSKILGALVTLRQEQALPLV 
Hsa FASTKD4  LERRWTEIEDSHTLVTVMMKVG---HLSEPLMNRLEDKCLELVEHFGPNELRKVLVMLAAQSR-RSVPLL 
Mmu FASTKD4  LERRWTEINDSRTLVTMMTMAG---HLSESLMNHLEDKCLELVEQFGPDELRKVLVTLAAQSR-RSVPLL 
Gga FASTKD4  LELRWTELEGTRTVVMLIAKVG---HISSVLMDRLEDKALELAEQFSPEDIRRITLALAYQNR-RSVPLL 
Dre FASTKD4  LELRWTELSDSRTITILMGRAS---LFTPSLMDKLEDKALELAESFTAEDMRRVALALASQNR-RAVPLL 
Hsa FASTKD5  HWKDLSLSQLVHLIYVIGENRQV----SQDLMQKLESLILKYIDLINLEEVGTICLGFFKSSTNLSEFVM 
Mmu FASTKD5  HWRELSLSQLIHLIYIIGENRQV----PQDLMQRLESLILKYVDSVNLEEVGTICLGFFKSSSSLSEFVM 
Gga FASTKD5  HWKELTLPQLVQLVYIIGEGRKS----PVDLMQKLESVILKYLDSCTLEELGAICLGLFKSISGISDHVM 
Dre FASTKD5  NLNQMSPPELVQLIYIIGESRGC----PETLVKSIESLLMRHLNELKPEELGAVCLGLFKAQTSLSERAV 
 
 
 
           491 
Hsa FAST     GFPSDGPLVCALEQERRLRLPPKPPPPLQPLLRGGQGLEAALSCPRFLRYP------RQHLISSLAEARP 
Mmu FAST     GFPSDGPLLCALEQERRSRLPPKPPSPHRPAIYGGQRLEVALSCPRFLQYP------RQHLIRSLAEARP 
Gga FAST     ---DEMLALCAQEANNKA-- ---------- -------LEAIFSSQLFYENR------QERFIRSMAGEG- 
Dre FAST     ---DEMLSACAREASNKS-- ---------- -------LELIFSSHLFYQNR------QEKFVSSLAEELP 
Hsa FASTKD1  VLRWIQHDHMY-LDNMTA-- ---------- ------KQLKLLQKLDHYGRQRLQHSNSLDLLRKELKSLK 
Mmu FASTKD1  LMRWIQSDLVC-LASTTG-- ---------- ------KQLDLLQKLDQLGRHRLQQSTNLDLLWEELKSLK 
Gga FASTKD1  LVKWNHYDKLH-WQNTSQ-- ---------- ------LHVKLLQKVNDCGFQRLQKARNLNLLLEELTHVN 
Hsa FASTKD2  DECSKVVLDNI-HGCPLR-- ---------- ------IMINILQSCKDLQYH------NLDLFKGLADYVA 
Mmu FASTKD2  NECSKVVIDNV-HGCPFK-- ---------- ------VLISILQSCRDLRYQ------NEDLFKSIAEYVA 
Gga FASTKD2  NACSKKIQENI-HDAPYW-- ---------- ------QLILILEACHSLQYR------NIKLFSAVADYVN 
Dre FASTKD2  NICSKNIAENV-HEFPIS-- ---------- ------RLVMVLKSCYELQYR------NYSLFSSISEYMT 
Hsa FASTKD3  IKLGKYVVRHV-PHFTNE-- ---------- ------ELRRVLEAFIYFGHH------DTFFTKALEHRVA 
Mmu FASTKD3  IKLGKYVVRYI-PRFTNE-- ---------- ------ELRKVLEAFVYFGHS------DRFFTEALEQHVS 
Gga FASTKD3  LALCKHSVKHV-PYFTSD-- ---------- ------ELASVLEAFLFFGHR------EQIFTEALEKHVP 
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Dre FASTKD3  IALCKQAVHQV-QSFADA-- ---------- ------ELTVVLSALMHFGHS------DHFFVEALERYVP 
Hsa FASTKD4  RAISYHLVQKP-FSLTKD-- ---------- ------VLLDVAYAYGKLSFH------QTQVSQRLATDLL 
Mmu FASTKD4  RAISYHLVQKP-FPMTKG-- ---------- ------MLLDLAYAYGKLSFH------QTQVSQRLAADLL 
Gga FASTKD4  RAMSYHLIQKH-SELNLS-- ---------- ------ILMDLIFAYGKLNFH------QPQVFQKIATDLQ 
Dre FASTKD4  RALSYHLNQKPSFELKTP-- ---------- ------LLLDIAYVYGKLNFS------QTQFFKRLASELL 
Hsa FASTKD5  RKIGDLACANIQHLSSRS-- ---------- -------LVNIVKMFRFTHVD------HINFMKQIGEIAP 
Mmu FASTKD5  RKIGDLACANMQHLSSHT-- ---------- -------LVHILKMFRFTHVD------HIHFMKQFGEIAP 
Gga FASTKD5  RKIADRVSLEMEDMGTYA-- ---------- -------LVNVLKMLRYTRMD------HLPLLRKLGKVVP 
Dre FASTKD5  QRLVDRSLVVVKDMSDFG-- ---------- -------IVNVMKYLRFSYLD------HLPWLEAMGVEVP 
 
 
 
           351 
Hsa FAST     AQTSPARLSGLLL-IP---PVQPCCLGPSKWGDR--PVGGGPSAGPVQGLQRLLEQAKSPG-ELLRWLGQ 
Mmu FAST     AQTSPARLSGLLL-IP---PVQPCCLGPSKSGDR--PFGGGP----VQGLQRLLEQARSPG-ELLRWLSQ 
Gga FAST     TGSSCFSLVLTLR-LPGESPLVRVLEDESRNRLG--RFNQKDVSMVFSSVMRLHPSSPHPL-VESCLSSL 
Dre FAST     SIVNCLYAVAALG-LPSDSQIVQVLEEESQARLS--QFNQKDISMVFSSSMKLHPSSQHPL-IESCLAGL 
Hsa FASTKD1  QLKSTMLLMSEDL-TGEQALAVLGAMGDMESRNS--CLIKRVTSVLHKHLDGYKPLELLKITQELTFLHF 
Mmu FASTKD1  QLKSTILLLSEEL-SSQQALIVLGAMEDMESRNS--HLLKKIVSVLYKHLDNYKSIELLKIIQALTFLHF 
Gga FASTKD1  RLLATAALIAEEF-SSHQALVILKTMQKMKCRHS--QLLEKMVSVLHRHLDSYHVLQLVKLTQCLVLLHC 
Hsa FASTKD2  YLLFSLHAIVKLG-IPQNTILVQTLLRVTQERIN--ECDEICLSVLSTVLEAMEPCKNVHVLRTG-FRIL 
Mmu FASTKD2  HLLFSLNAIVKLG-IPQNTLMVQTLLRTIQERIN--ECDERCLSILSTALVSMEPCMNVNALRAG-LRIL 
Gga FASTKD2  DLVFSLHAVVNLG-VPQNTLLVQTLLRVCQEKLN--QLDNRCMSVLATTLAGMDEDKNVSALQAG-LQLL 
Dre FASTKD2  DLAYTLLAIINLG-VSQHTRIVQTLLRVVQERLN--QFDNRSLSVLAAGIQQMENGNNVQALREALGLLL 
Hsa FASTKD3  SLVTALQALILLH-VDPQSSLLLNLVAECQNRLRKGGMEVRNLCILGESLITLHSSGCVTLELIINQLQG 
Mmu FASTKD3  GLVTALQSLLTLLPADPQSSLMLSLVAECQRRLQRGNLEVHHLCVLGESLAMLQGASCETLKLVVRQLQS 
Gga FASTKD3  GLLNALQALIRLR-IDPHSTLIASLLSECEERLANRKLTVDSLCSLGESLLELEVPSCAMLEQIVSHMQE 
Dre FASTKD3  VLVGALLSCTRLY-LGSRSSLVLRLVLECQKRLDSEKLNVKVLCGISRASFALEGHDSGLVKQAMSQLQK 
Hsa FASTKD4  TLSKLLGSLYALG-IPKASKELQSVEQEVRWRMR--KLKYKHLAFLAESCATLSQEQHSQELLAE-LLTH 
Mmu FASTKD4  TLVKLLRSLYTLV-LPQISKELQSVEQEVRWRLR--RLKYKHLVFLAESCASFMKEQHSQELLAE-LLMH 
Gga FASTKD4  TLVGLLKSLYSLG-MESSSREMQSVEHEVLWRLR--RLSFRQLASLAEFLAVKQGKES-- KLLSE-VIKK 
Dre FASTKD4  SLVGLLRTLTMLG-LPAHAPLLGAIQNEVLWRIR--RLSYRHLSYLADWVAFQRKMGYENEVLTSTLLKQ 
Hsa FASTKD5  DLINVLKAFVILG-IPHSHSMLDVYETKCCHQVW--EMNMDQLLLVADLWRYLGRKVPRFLNIFSSYLNL 
Mmu FASTKD5  DLISILKAFVDLR-IPPSLSMLDVYETRFCHQVW--EMTLDQLLLVADLWRNLGRRVPRFFKIFFSYLNL 
Gga FASTKD5  ELIDILKACVRLV-VPPTHPVLNACENEFCRRVW--DMNLDQLLLVADCWRCLGRSVPSYLSILFSYANM 
Dre FASTKD5  QLLDILKAFVNLD-LPRSHSVLASYEAEFCEQAS--EMNLHQLLLAADLWRCLVRNVPKYLKKLYDNVSQ 
 
 
 
           421 
Hsa FAST     NPSKVRAHHYSVALRRLGQLLGS----RPRPPPVEQVTLQDLS--QLIIRNCPSFDIHTIHVCLHLAVLL 
Mmu FAST     NPTKVRAHHYPVALRRLGQLLVS----QPRPSPVEQATLQDLS--QLIIRNCPSFDVHTIHVCLHLAVLL 
Gga FAST     ERHLEKERHPQTLFLLLSYYRLR----AQALQG-HPASDQQLINNRKILRLVRHTLGQVSAMREHELALL 
Dre FAST     EKNIERERHPQTLFLLLSYYRTK----WRALRAADTASPEQLVVNRKILRLVKHTLASVSSVRDHEMALL 
Hsa FASTKD1  QRKEFFAKLRELLLSYLKNSFIP--TEVSVLVRAISLLPSPHLDEVGISRIEAVLPQCDLNNL-SSFATS 
Mmu FASTKD1  QSKELFMKLRELLLSRLEASVIP--SEISVLVSALSMLPHPHLSETAVSRIEAVLPQCDFREL-NDLVVY 
Gga FASTKD1  RDQELFAKLKMLLLGFLKSSVIP--SDTAAIIRTLAILPSSQVEEVIINKATAVLPQCRLQDL-SCIATA 
Hsa FASTKD2  VDQQVWKIEDVFTLQVVMKCIGK--DAPIALKRKLEMKALRELDRFSVLNSQHMFEVLAAMNH-RSLILL 
Mmu FASTKD2  VDQQVWNIKHVFTLQTVMKCIGK--DAPSALKKKLEMKALKELGRFSILNSQHMFEVLAAMDL-RSVVLL 
Gga FASTKD2  VEQRLPSIRDIFILQNLMKCMGK--DAPVFLKKKLEMAVLREIDHLTYPNAHRVFLGLVAMNY-CSIPVL 
Dre FASTKD2  KDR-VPEISNVVVLQNMMRAMGK--NSPKELKMQLAIKTLSLADEFSPPNTQYVFLSLAAMDL-NFKPLL 
Hsa FASTKD3  EKLETFTPEDIVALYRILQACTEKVDEHQTFLNKINNFSLSIVSNLSPKLISQMLTALVVLDQSQAFPLI 
Mmu FASTKD3  KSVETFAPEEITSVYRILQVCPEEVDKHQMFLNTLNNFSISVVPYLSPKSISHVLTALVALDQTHALPLL 
Gga FASTKD3  KDIENWSPREMAMVYKILQVVVGEREQYRDLLNRMNSATLTIAYQLCPKFTSAILNSLVALHQTQVVPLI 
Dre FASTKD3  TETAQWKAAELVAVYCMLATGLAEDVLYQDLLNEMNAQALRLVHQMDPEAVSKILGALVTLRQEQALPLV 
Hsa FASTKD4  LERRWTEIEDSHTLVTVMMKVG---HLSEPLMNRLEDKCLELVEHFGPNELRKVLVMLAAQSR-RSVPLL 
Mmu FASTKD4  LERRWTEINDSRTLVTMMTMAG---HLSESLMNHLEDKCLELVEQFGPDELRKVLVTLAAQSR-RSVPLL 
Gga FASTKD4  LELRWTELEGTRTVVMLIAKVG---HISSVLMDRLEDKALELAEQFSPEDIRRITLALAYQNR-RSVPLL 
Dre FASTKD4  LELRWTELSDSRTITILMGRAS---LFTPSLMDKLEDKALELAESFTAEDMRRVALALASQNR-RAVPLL 
Hsa FASTKD5  HWKDLSLSQLVHLIYVIGENRQV----SQDLMQKLESLILKYIDLINLEEVGTICLGFFKSSTNLSEFVM 
Mmu FASTKD5  HWRELSLSQLIHLIYIIGENRQV----PQDLMQRLESLILKYVDSVNLEEVGTICLGFFKSSSSLSEFVM 
Gga FASTKD5  HWKELTLPQLVQLVYIIGEGRKS----PVDLMQKLESVILKYLDSCTLEELGAICLGLFKSISGISDHVM 
Dre FASTKD5  NLNQMSPPELVQLIYIIGESRGC----PETLVKSIESLLMRHLNELKPEELGAVCLGLFKAQTSLSERAV 
 
 
 
           491 
Hsa FAST     GFPSDGPLVCALEQERRLRLPPKPPPPLQPLLRGGQGLEAALSCPRFLRYP------RQHLISSLAEARP 
Mmu FAST     GFPSDGPLLCALEQERRSRLPPKPPSPHRPAIYGGQRLEVALSCPRFLQYP------RQHLIRSLAEARP 
Gga FAST     ---DEMLALCAQEANNKA-- ---------- -------LEAIFSSQLFYENR------QERFIRSMAGEG- 
Dre FAST     ---DEMLSACAREASNKS-- ---------- -------LELIFSSHLFYQNR------QEKFVSSLAEELP 
Hsa FASTKD1  VLRWIQHDHMY-LDNMTA-- ---------- ------KQLKLLQKLDHYGRQRLQHSNSLDLLRKELKSLK 
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Mmu FASTKD1  LMRWIQSDLVC-LASTTG-- ---------- ------KQLDLLQKLDQLGRHRLQQSTNLDLLWEELKSLK 
Gga FASTKD1  LVKWNHYDKLH-WQNTSQ-- ---------- ------LHVKLLQKVNDCGFQRLQKARNLNLLLEELTHVN 
Hsa FASTKD2  DECSKVVLDNI-HGCPLR-- ---------- ------IMINILQSCKDLQYH------NLDLFKGLADYVA 
Mmu FASTKD2  NECSKVVIDNV-HGCPFK-- ---------- ------VLISILQSCRDLRYQ------NEDLFKSIAEYVA 
Gga FASTKD2  NACSKKIQENI-HDAPYW-- ---------- ------QLILILEACHSLQYR------NIKLFSAVADYVN 
Dre FASTKD2  NICSKNIAENV-HEFPIS-- ---------- ------RLVMVLKSCYELQYR------NYSLFSSISEYMT 
Hsa FASTKD3  IKLGKYVVRHV-PHFTNE-- ---------- ------ELRRVLEAFIYFGHH------DTFFTKALEHRVA 
Mmu FASTKD3  IKLGKYVVRYI-PRFTNE-- ---------- ------ELRKVLEAFVYFGHS------DRFFTEALEQHVS 
Gga FASTKD3  LALCKHSVKHV-PYFTSD-- ---------- ------ELASVLEAFLFFGHR------EQIFTEALEKHVP 
Dre FASTKD3  IALCKQAVHQV-QSFADA-- ---------- ------ELTVVLSALMHFGHS------DHFFVEALERYVP 
Hsa FASTKD4  RAISYHLVQKP-FSLTKD-- ---------- ------VLLDVAYAYGKLSFH------QTQVSQRLATDLL 
Mmu FASTKD4  RAISYHLVQKP-FPMTKG-- ---------- ------MLLDLAYAYGKLSFH------QTQVSQRLAADLL 
Gga FASTKD4  RAMSYHLIQKH-SELNLS-- ---------- ------ILMDLIFAYGKLNFH------QPQVFQKIATDLQ 
Dre FASTKD4  RALSYHLNQKPSFELKTP-- ---------- ------LLLDIAYVYGKLNFS------QTQFFKRLASELL 
Hsa FASTKD5  RKIGDLACANIQHLSSRS-- ---------- -------LVNIVKMFRFTHVD------HINFMKQIGEIAP 
Mmu FASTKD5  RKIGDLACANMQHLSSHT-- ---------- -------LVHILKMFRFTHVD------HIHFMKQFGEIAP 
Gga FASTKD5  RKIADRVSLEMEDMGTYA-- ---------- -------LVNVLKMLRYTRMD------HLPLLRKLGKVVP 
Dre FASTKD5  QRLVDRSLVVVKDMSDFG-- ---------- -------IVNVMKYLRFSYLD------HLPWLEAMGVEVP 
 
 
 
           771 
Hsa FAST     -LLGEEKYRQDLTVPPGYCTDFLLCASSSGAVLPVRT--- ---------- ---------- ---------- 
Mmu FAST     -LLGEENYRQNLTVPPGYCTDFLLCVSSSGAVLPMRT--- ---------- ---------- ---------- 
Gga FAST     -LVEEECYRPHEVLPPGYCTDFLLWINRSGTVLPLSR-VPAASKAPPAAPPAAISLRS-- ---SVLALTS 
Dre FAST     -LVGEHGYKQDEVLAPGYYTDFLLWVDSTGRVLPIRTGTPAASLAASSTPCVVLNLKSPDGSGSVSTLTT 
Hsa FASTKD1  LGG-INCVKASVLTPYYHKVDFECILDKRKKPLPYGSHNIALGQLPEMPWESN------- ---------- 
Mmu FASTKD1  LGG-HQCVKPSALSPYYHTVGFECILDKRKKPLPYESHSIAPRKSLGMHWDS-------- ---------- 
Gga FASTKD1  LGG-SHYARVSVLTPYYYEIDFECILDKNKKPLSYTAQNILLDDLRGVHLRHD------- ---------- 
Hsa FASTKD2  LGG-EGHFSKDVHLPHNYHIDFEIRMDTNRNQVLPLSD-- ---------- ---------- ---------- 
Mmu FASTKD2  LEG-EGRFSRNVPLPHNYHIDFEIRMDTNRTQVFSFSD-- ---------- ---------- ---------- 
Gga FASTKD2  LGD-ENMFRQNVQLPYEYRIDFEIWMDSDTKKVLPITA-- ---------- ---------- ---------- 
Dre FASTKD2  VGT--HAVQDSVLEQSIYFIDCVITLPGEKVETCGLH--- ---------- ---------- ---------- 
Hsa FASTKD3  LGA-RLYFAPKVLTPYCYTIDVEIKLDEEGFVLP------ ---------- ---------- ---------- 
Mmu FASTKD3  LGS-RLYFASKVLTPYYYTIDVEVKLDEDGFVLP------ ---------- ---------- ---------- 
Gga FASTKD3  LKK-GMYFSSEVSTPYFYTVDIEIKLDEEGFMLP------ ---------- ---------- ---------- 
Dre FASTKD3  LGD-QSIVASRVLTPYCYTLDIEIKLDEDGFVLP------ ---------- ---------- ---------- 
Hsa FASTKD4  LGS-ADKGSLEVATQYGWVLDAEVLLDSDGEFLPVRDFVAPHLAQPT--- ---------- ---------- 
Mmu FASTKD4  LGN-TDKGSLEVATQYGWVLDAEVLLDADGHFLPLRNFVAPHLAQPV--- ---------- ---------- 
Gga FASTKD4  LGS-QDNGRWDVHTIYGWQIDAEMVLNSENKPLPLKDFAAPHLPHSE--- ---------- ---------- 
Dre FASTKD4  ANERKQALHTAVKTLYGWTIDGELVVDSENKPIDMENFKAPHLPEGG--- ---------- ---------- 
Hsa FASTKD5  MLGGPQYVKHHMILPHTRSSDLEVQLDVNLKPLPFNREATPAENVAK--- ---------- ---------- 
Mmu FASTKD5  MLGGPQYIKHHMILPHTRSSDLEVQLDANMKPMPFNSEATPTEDGAQ--- ---------- ---------- 
Gga FASTKD5  MLGGPEYVKNHMILPHTRSSDLEVHLAMDGHPIPFN---- SSDTVAD--- ---------- ---------- 
Dre FASTKD5  LLGGEMFVRKHMILPHLRSIDLEVHLDQNDQPVSVTSGSCQRELASQN-- ---------- ---------- 
 
 
 
           841 
Hsa FAST     ----QDPFLP ---------- -----YPPRSCPQG------ ---------- ---------- ---------- 
Mmu FAST     ----QDPFLP ---------- -----YPPRSCQQD------ ---------- ---------- ---------- 
Gga FAST     DLQDFAPFAP ---------- -ETPGSPPAARRENNLAG-- RFLSTLCPAPGGPCYQPPSDYYCALSKESS 
Dre FAST     DFQKFSPFATSLEEEADKRAGEESTFLPAHMRPAAASGSQRVGPNGTVPLEYNPYYSTSDYYSNLAKEHS 
Hsa FASTKD1  ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- --------I- 
Mmu FASTKD1  ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
Gga FASTKD1  ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- --------IK 
Hsa FASTKD2  ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
Mmu FASTKD2  ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
Gga FASTKD2  ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
Dre FASTKD2  ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
Hsa FASTKD3  ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
Mmu FASTKD3  ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
Gga FASTKD3  ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
Dre FASTKD3  ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
Hsa FASTKD4  ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
Mmu FASTKD4  ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
Gga FASTKD4  ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
Dre FASTKD4  ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
Hsa FASTKD5  --LRLEHVGVS--------- -----LTDDLMNKLLKGK-- ---------- ---------- ------ARGH 
Mmu FASTKD5  --LRFKQVGVS--------- -----LTDDLMNQLLKGK-- ---------- ---------- ------AKRY 
Gga FASTKD5  --KKLKDIGVS--------- -----LTDDLMAQLIKGK-- ---------- ---------- ------SNSQ 
Dre FASTKD5  --WEQKPFGIT--------- -----ITDDLLAQLTNTQ-- ---------- ---------- ------KTQL 
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           911 
Hsa FAST     -QAASSATTRDP-------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
Mmu FAST     -QANFNSTTQDP-------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
Gga FAST     LESQGSSTLSSPSECLSAQPAGTPDCSPRGSSAATLFQFPIGKILEEEAAACPSRERSCFQGEQPHEEAE 
Dre FAST     LESQDSSTLSSPSDCLTQTGPSVPGTVAPQD---SLFQFSIGKILEDEGGAATGANPGPDCEIATFYEGV 
Hsa FASTKD1  EIVGSRLPPGAE-------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
Mmu FASTKD1  -RVEPRLPPEAE-------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
Gga FASTKD1  DEERKALPQGAQ-------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
Hsa FASTKD2  --VDTTSATDIQ-------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
Mmu FASTKD2  --VDASSATNMQ-------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
Gga FASTKD2  --TDSYADRSVQ-------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
Dre FASTKD2  --EDCGSPECNQ-------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
Hsa FASTKD3  ---STANEDIHK-------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
Mmu FASTKD3  ---CTVDEDIHK-------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
Gga FASTKD3  ---ATQCEEVHT-------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
Dre FASTKD3  ---ACHADDVHK-------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
Hsa FASTKD4  --GSQSPPPGSK-------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
Mmu FASTKD4  --GNQPLPPGAK-------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
Gga FASTKD4  --GTKPLPPGAR-------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
Dre FASTKD4  --GADALPEGTR-------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
Hsa FASTKD5  FQGKTESEPGQQ-------- ---------- ---------- ---------- ------PMELENKAA--VPL 
Mmu FASTKD5  FQGQIELETGQP-------- ---------- ---------- ---------- ------PMELRKKTT--VPL 
Gga FASTKD5  SPAEGETEAAAP-------- ---------- ---------- ---------- ------RQEWNQAPTPSVSL 
Dre FASTKD5  EPFNKFLQQPVP-------- ---------- ---------- ---------- ------QRVEPVRESLLSVG 
 
 
 
           981 
Hsa FAST     ---------- ---------- ---------- ----AQRVVLVLRERWHFCRDGRVLLGSRALRERHLGLMG 
Mmu FAST     ---------- ---------- ---------- ----AQRVVLMLRERWHFCRDGRVLLGSRALRERHLGLMG 
Gga FAST     GRSPAPAEDACPPPSPCRPGPARGPTEGPPAADEIQRVVLSVNDKWHYCQNSDILVGSRAMRDRHLRLLG 
Dre FAST     SYPEGGESDGVTASPLQLHNPDNPEADHRTTGEQVKRVIMSVNDKWHYCHNSDVLVGSRAMRDRHLRLMG 
Hsa FASTKD1  ---------- ---------- ---------- ------RIALEFLDSKALCRNIPHMKGKSAMKKRHLEILG 
Mmu FASTKD1  ---------- ---------- ---------- ------RIAIELLDVRAFCSNIPHLKGKSAMKKRHLEILG 
Gga FASTKD1  ---------- ---------- ---------- ------RIALEFLDSKAFSKDSHHLKGEPAVKKRHLEILG 
Hsa FASTKD2  ---------- ---------- ---------- ------RVAVLCVSRSAYCLGSSHPRGFLAMKMRHLNAMG 
Mmu FASTKD2  ---------- ---------- ---------- ------RVAVLCVPKSVYCLNSCHPRGLMAMKIRHLNVMG 
Gga FASTKD2  ---------- ---------- ---------- ------RLAFLFVPPSAFCLGTTHPQGKLAMKKRHLSKLG 
Dre FASTKD2  ---------- ---------- ---------- ------RIAVICAQPNSFCFGTTHPRASLVMKLRHLEKLG 
Hsa FASTKD3  ---------- ---------- ---------- ------RIALCIDGPKRFCSNSKHLLGKEAIKQRHLQLLG 
Mmu FASTKD3  ---------- ---------- ---------- ------RVALCIDGPQRFCLDSKHLLGKEATKQRHLRLLG 
Gga FASTKD3  ---------- ---------- ---------- ------RIALCVDGQNRFCVNSHNLLGEEAIKQRHLQLLG 
Dre FASTKD3  ---------- ---------- ---------- ------RIAVCIDGSQRFAANAKKLLGKEAMKQRHLRILG 
Hsa FASTKD4  ---------- ---------- ---------- ------RLAFLRWEFPNFNSRSKDLLGRFVLARRHIVAAG 
Mmu FASTKD4  ---------- ---------- ---------- ------RIAFLRWEFPNFNSRSKDLLGRFVLARRHVLAAG 
Gga FASTKD4  ---------- ---------- ---------- ------RVAFLRWEFPNFSNRSKELLGRYAMARRHIQAAG 
Dre FASTKD4  ---------- ---------- ---------- ------RIAFVAWDFSNFCLKSKDLLGRFAMQKRHLQLAG 
Hsa FASTKD5  GGFLCNVADKSGAMEMAGLCP------AACMQTPRMKLAVQFTNRNQYCYGSRDLLGLHNMKRRQLARLG 
Mmu FASTKD5  VNSGCNGTDRLG-DGMVGLCP------LAHMQPPLVKLAIQFTNKNQYCYGSRALLGLHNMKRRQLVQIG 
Gga FASTKD5  LSGPVIADTRLQVTTPSGSCPGGSPSLVPLQQPQGVRLAIQVSNRNHYCYLSKRLLGLHCLKRRQLRQLG 
Dre FASTKD5  IDLTDDLLTLLTNSSKHSPHP-------KDSRPSVKRLAVQVTNRNHYCYRTKQLLGLHALKRRHLTLAG 
 
 
 
          1051 
Hsa FAST     YQLLPLPFEELESQRGLPQLKSY------- LRQKLQALGLRWGPEGG--- ----- 
Mmu FAST     YQLLPLPFEELESQRGLPQLKSY------- LRQKLQALGLRWGPEGG--- ----- 
Gga FAST     YCLVQPRCPRPKPG----TPRAL------- RYSRPCRSPR ---------- ----- 
Dre FAST     YNILQLPYLELEKLNGIEEVKQY------- LHKKLLEVPL ---------- ----- 
Hsa FASTKD1  YRVIQIS--QFEWNSMALSTK-----DARMDYLRECIFGEVKSC------ ----- 
Mmu FASTKD1  YRVIQIP--YFEWNSMAMSTK-----DARMDYLREHLFGEGK-------- ----- 
Gga FASTKD1  YRVIQIP--HFEWNSMVLSTK-----PEQLDYLRKRLYET ---------- ----- 
Hsa FASTKD2  FHVILVNNWEMDKLEMEDAVT-----FLKTKIYSVEALPVAAVNVQS--- ----- 
Mmu FASTKD2  FHVILIHNWELKKLKMEDAVT-----FVRKKIYSDEVLPTADT------- ----- 
Gga FASTKD2  YHVIPVLNKKFQELTNEGAIE-----FLKGKIYSENVSPFSEVNLCD--- ----- 
Dre FASTKD2  YQPVLVPINELNSKTEEEKIKMLR-----TLIFPAHESPESQKISNNSQQKED-- 
Hsa FASTKD3  YQVVQIPYHEIGMLKSRRELV--------- EYLQRKLFSQNTVHW----- ----- 
Mmu FASTKD3  YQVVQLPYHELELLTSRLELV--------- DYLQRKLFSQSSA------- ----- 
Gga FASTKD3  YKVVQVPFFEVESIKSCRKMA--------- EYLHRKIFPHTYG------- ----- 
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Dre FASTKD3  YEVVQIPYYEFEKLKKKKEVV--------- EYLHKKIFPHSYR------- ----- 
Hsa FASTKD4  FLIVDVPFYEWLELKSEWQKG-----AYLKDKMRKAVAEELA-------- ----- 
Mmu FASTKD4  FLVVDVPYYEWLDLKSEWQKS-----AYLKDKMRKAMAEELA-------- ----- 
Gga FASTKD4  FLVVDVSRQPSAPGAARGPVLGLATVIPSGPPVRQPQGREGD-------- ----- 
Dre FASTKD4  FIVVEVPYFEFLELKSDWQKV-----AYLKDKLGKAVAEEMANASSPSASSPPKL 
Hsa FASTKD5  YRVVELSYWEWLPLLKRTRLEKL------- AFLHEKVFTSAL-------- ----- 
Mmu FASTKD5  YRVVELPHWEWLPLLKRTRLEKL------- AYLHEKVFTSAL-------- ----- 
Gga FASTKD5  YVVVELPFWEWFPLLKRTRLEKL------- SYLHYKVFNPVLLSRAG--- ----- 
Dre FASTKD5  YRVVELPHWEWFPLLRRSQAEKL------- AYLHCKIFNYRD-------- ----- 
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Anexo A 4 
 
 
Anexo A-4: Generación de ratones FAST KO.(A) Estrategia génica utilizada. La elección 
correcta eliminará FAST, reemplazándolo con un casete flanqueado por neo-loxP. El casete se elimina 
mediante cruces con ratones EIIa-Cre. Los exones están indicados en cajas negras. E, Ecl 136II; H, HindIII; 
K, KpnI; N, NotI; neo, casete con el gen de resistencia a neomicina; SI, SacI; X, XhoI; ∆, sitio loxP. (B) 
Análisis de transferencia de Southern blot de DNA genómico digerido con  DraI proveniente de los ratones 
wild type (WT) (+/+), heterocigotos (+/-) y FAST KO
-/-
. La sonda utilizada se muestra en A. (C) El análisis 
mediante PCR usando los primers P1 y P2 es capaz de distinguir los alelos WT, FAST 
-/-
 neo+ (
-/-
), y FAST 
-/- 
neo– (-/-∆neo).( D) Análisis de Northern de mRNA de fibroblastos de embriones de ratones (MEFs) WT y 
FAST 
-/-
. (E) Análisis de Western blot del extracto de proteínas de MEFs de WT y FAST -/-. Figura adaptada 
de Simarro, 2010. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
